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Zusammenfassung
Die pflanzliche Light-harvesting complex (LHC)-Proteinfamilie besteht aus Proteinen mit vielfa¨ltigen
Funktionen, wobei die der namensgebenden Light-harvesting complex-Proteine (LHCPs) vermutlich
am besten verstanden ist. Die LHCPs bilden als Lichtsammelkomplexe (LHCI/LHCII) die Anten-
nen beider Photosysteme (PSI/PSII), d.h. sind fu¨r die Lichtaufnahme und Energieweiterleitung an
die Reaktionszentren sowie fu¨r die Dissipation u¨berschu¨ssiger Anregungsenergie zusta¨ndig. An
der Dissipation ist ebenfalls ein weiterer Vertreter der LHC-Familie, die S-Untereinheit von PSII
(PsbS), beteiligt. Die Funktion der u¨brigen Vetreter, der Early-light inducible proteins (ELIPs), Stress-
enhanced proteins (SEPs) und One-helix proteins (OHPs) ist weniger eindeutig. Wa¨hrend die SEP3-
Isoformen (auch Light-harvesting like 3, LIL3.1 und LIL3.2) funktionell mit der Phytol-Pyrophosphat
synthetisierenden Geranylgeranyl-Reduktase (CHLP) in Verbindung gebracht werden konnten,
war die Rolle der OHPs zu Beginn dieser Arbeit ga¨nzlich unklar. Den cyanobakteriellen OHP-
Homologen, High-light inducible proteins (Hlips), welche die einzigen Vertreter der LHC-Familie in
Cyanobakterien darstellen und daher als evolutiona¨re Vorla¨ufer aller LHC-Proteine gelten, wurde
im Gegensatz dazu eine Vielzahl an Funktionen zugeschrieben: Sie umfassen die Regulation fru¨her
Schritte der Chlorophyllbiosynthese, Assemblierung der Photosysteme und deren Photoprotektion.
Strukturell unterscheiden sich die Vertreter der LHC-Familie in der Zahl ihrer Transmembranheli-
ces (PsbS: vier, LHCPs, ELIPs: drei, SEPs: zwei, OHPs: eine). Je eine oder zwei dieser Helices weisen
ein charakteristisches Motiv mit konservierten Aminosa¨uren auf, welche wenigstens in den LHCPs
erwiesenermaßen an der Bindung von Chlorophyllmoleku¨len beteiligt sind.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass LIL3 nicht nur mit CHLP, sondern auch mit der
Protochlorophyllid-Oxidoreduktase (POR) interagiert. Sowohl CHLP als auch POR werden u¨ber
die Interaktion zu LIL3 an die Thylakoidmembran gebunden und dadurch stabilisiert. Beide
Enzyme liefern die direkten Vorstufen fu¨r den von der Chlorophyll-Synthase (CHLG) kataly-
sierten finalen Chlorophyll-Syntheseschritt. LIL3 selbst interagiert aber nicht mit CHLG. Neben
der Besta¨tigung der bereits fru¨her gezeigten Chlorophyllbindung von LIL3 konnte eine Affinita¨t
zu den spa¨ten Intermediaten der Chlorophyllbiosynthese Proto IX, MgP, MgPMME und Proto-
chlorophyllid (Pchlid) nachgewiesen werden. Die gro¨ßte Affinita¨t bestand dabei gegenu¨ber dem
Substrat von POR, Pchlid. Basierend auf diesen Erkenntnissen wird LIL3 als Regulator der spa¨ten
Chlorophyllbiosynthese-Schritte vorgeschlagen: LIL3 transportiert Substrate zwischen den Enzy-
men und ermo¨glicht durch die Bindung von CHLP und POR die Synthese der Chlorophyll-Edukte
in ra¨umlicher Na¨he. Dadurch wird die Versorgung von CHLG mit dessen Edukten favorisiert.
Fu¨r die OHPs konnte gezeigt werden, dass beide Varianten – OHP1 und OHP2 – ausschließlich
Heterodimere bilden und Chlorophyll sowie Carotinoide im Verha¨ltnis 3:1 binden. Die Pigment-
bindung basiert auf den konservierten Aminosa¨uren im Chlorophyllbindemotiv und setzt eine
Heterodimerisierung voraus: Beide OHP-Varianten alleine ko¨nnen keine Pigmente binden und sind
daher inaktiv. An das OHP1-OHP2-Dimer bindet der PSII-Assemblierungsfaktor HCF244 und
wird dadurch an der Membran verankert. HCF244 stabilisiert das OHP-Heterodimer und beide
OHPs stabilisieren sich gegenseitig. Der heterotrimere OHP1-OHP2-HCF244-Komplex ist fu¨r die
D1-Synthese wesentlich. Es wird vermutet, dass die OHPs an der co-translationalen Beladung
von (p)D1 mit Pigmenten beteiligt sind sowie fru¨he Assemblierungsintermediate von PSII vor
u¨berschu¨ssiger Anregungsenergie schu¨tzen.
Summary
The plant light-harvesting complex (LHC) protein family comprises different members with a
variety of functions. The eponymous light-harvesting complex proteins (LHCPs) form the outer
antennae (LHCI/LHCII) of both photosystems I and II (PSI/PSII) and thus are responsible for
light-harvesting and transfer of excitation energy to the reaction centers, as well as photoprotective
energy dissipation. In the latter processes the S-subunit of PSII is involved as well. In contrast,
the specific function of the other members of the LHC-family, namely the early-light inducible
proteins (ELIPs), stress-enhanced proteins (SEPs) and one-helix proteins (OHPs) remains largely
elusive. A functional connection of the two SEP3-isoforms (also known as light-harvesting like 3,
LIL3.1/LIL3.2) to the geranylgeranyl-reductase enzyme (CHLP) was proven. However, prior to
this thesis it was known not much about the function of the two OHP-variants in detail. The
situation is completely different concerning the evolutionary predecessors of the LHC-family,
the cyanobacterial high-light inducible proteins (Hlips), to which a number of functions has
been assigned including regulation of chlorophyll biosynthesis, assembly of photosystems, and
photoprotection. The members of the LHC-family can be distinguished regarding their number of
transmembrane helices (PsbS: four, LHCPs, ELIPs: three, SEPs: two, OHPs: one). In addition, one
or two of these helices contain a characteristic motif with conserved amino acids that have been
shown to be involved in chlorophyll binding at least in the LHCPs.
In this thesis, an interaction of LIL3 not only with CHLP, but also with protochlorophyllide-
oxidoreductase (POR) could be established. LIL3 tethers CHLP and POR to the thylakoid mem-
brane, thereby conferring stability and protection against proteolytic degradation towards both
enzymes. Both CHLP and POR are synthesising the chlorophyll precursors phytyl-pyrophosphate
and Pchlide, which are combined to chlorophyll by the subsequent chlorophyll synthase (CHLG).
In addition to the chlorophyll binding ability of LIL3 reported earlier, an affinity of LIL3 towards
the chlorophyll biosynthesis intermediates Proto IX, MgP, MgPMME, and Pchlide could be shown.
Interestingly, the highest affinity of LIL3 was exerted towards Pchlide which is the substrate of
POR. Therefore, LIL3 was postulated to play a regulatory role in the late chlorophyll biosynthesis:
LIL3 may shuffle the intermediates between enzymes and bring CHLP and POR in close proximity,
which may help to supply CHLG with its substrates. However, LIL3 itself does not interact with
CHLG. In summary, the function of LIL3 may help in optimizing the flow through the late steps of
the chlorophyll biosynthesis pathway.
Regarding the function of the OHPs an exclusive heterodimer formation of both the OHP1 and
OHP2 variants could be shown. The OHP1-OHP2-heterodimer is able to bind chlorophyll and
carotenoids in an approximate 3:1 ratio and pigment binding depends on dimer formation as well
as the presence of the conserved amino acids in the chlorophyll binding motif. Consequently,
both variants individually are unable to bind pigments and are therefore essentially inactive. The
PSII-assembly factor HCF244 is anchored to the thylakoid membrane by binding to both OHPs,
thereby stabilizing the OHP-heterodimer. In addition, both OHPs stabilize each other with OHP2
beeing the dominant variant. The heterotrimeric OHP1-OHP2-HCF244-complex is essential for
D1 biosynthesis, although the exact molecular function of HCF244 is still unknown. It is suggested
that the OHP-dimer is responsible for cotranslational loading of (p)D1 with pigments as well as
photoprotection of early PSII assembly intermediates.
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Die Photosynthese ist eine der beeindruckendsten biochemischen Prozesse auf unserem Planeten,
und in vielfa¨ltiger Weise Grundlage fu¨r das Leben, wie wir es kennen: Nicht nur waren es die
fru¨hen marinen photosynthetisierenden Organismen, die Sauerstoff in die Atmospha¨re abgaben
und dadurch den Weg fu¨r landbewohnende ho¨here Organismen ebneten. Auch heute stehen
photosynthetisierende Organismen am Anfang der Nahrungsketten, und fossile Energietra¨ger
hauptsa¨chlich aus sedimentierten und verrotteten photosynthetisierenden Organismen liefern
immer noch mehr als 80% der weltweit beno¨tigten Energie (Johnson 2016). Waren es anfangs
einzellige Organismen – Purpurbakterien, Gru¨ne Schwefel- und Nichtschwefelbakterien und Cya-
nobakterien – so fu¨hrte die endosymbiotische Aufnahme der Cyanobakterien zur Bildung der
Chloroplasten – auf die Photosynthese spezialisierten Zellorganellen in Algen und Landpflanzen.
Wa¨hrend Cyanobakterien und daher auch die Organismen mit Chloroplasten oxygene Photosyn-
these betreiben, fu¨hren die anderen genannten Organismen verschiedene Formen anoxygener
Photosynthese durch.
Heute noch sind Cyanobakterien fu¨r 50% der weltweiten Photosyntheseleistung verantwortlich. Al-
le photosynthetisierenden Organismen zusammengenommen sequestrieren ja¨hrlich etwa 200 Mil-
liarden (Mrd) Tonnen CO2 aus der Atmospha¨re. Die Umwandlung von CO2 in Biomasse erfordert
im Wesentlichen (von Mikro-/Makrona¨hrstoffen abgesehen) nur Wasser und Sonnenlicht, wobei
anoxygen photosynthetisierende Organismen zusa¨tzlich einen alternativen – von Wasser verschie-
denen – Elektronendonor beno¨tigen. Sonnenlicht wird u¨ber ein besonderes Pigment – Chlorophyll
(Chl) – eingefangen und nutzbar gemacht. Die Chloroplasten ho¨herer Pflanzen enthalten zu diesem
Zweck ein hoch organisiertes Membransystem, die Thylakoidmembranen, in welches die großen
(Pigment)-Protein-Komplexe der Photosynthese, die Photosysteme I und II (PSI/PSII), der Cyto-
chrom b6f-Komplex (Cyt b6f) und die ATP-Synthase eingebettet sind. In Cyanobakterien liegen die
– einfacher gebauten – Thylakoide dagegen frei im Cytoplasma vor.
Bezu¨glich der Verteilung der Komplexe in der Thylakoidmembran besteht eine sog. laterale Hete-
rogenita¨t: PSII ist hauptsa¨chlich in den Grana-Thylakoiden (Stapel von Thylakoidmembranen) und
PSI in den Stroma-Thylakoiden (frei im Chloroplasten-Stroma vorliegende Thylakoidmembranen)
lokalisiert. Die ATP-Synthase ist ebenfalls an den Außenseiten der Grana-Stapel sowie in den
Stroma-Thylakoiden anzutreffen, der Cyt b6f-Komplex ist dagegen weitestgehend gleichma¨ßig ver-
teilt. Durch einen lichtgetriebenen Elektronentransport (s.u.), in dessen Rahmen Wasser gespalten
und Sauerstoff freigesetzt wird (weltweit insgesamt etwa 140 Mrd Tonnen ja¨hrlich), kommt es zur
Synthese von ATP und NADPH. Diese Energietra¨ger werden dann zur Fixierung von CO2 aus der
Luft und Bildung von Kohlenhydraten genutzt.
Am Beginn der Photosynthese steht daher das Pigment Chl, welches integraler Bestandteil der
großen Pigment-Protein-Komplexe PSI und PSII sowie der pflanzlichen Antennenkomplexe, der
Light-harvesting complexes (LHCs), ist. Chl absorbiert Licht im blauen und roten Spektralbereich,
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Abbildung 1.1: Photosynthetische Elektronentransportkette. Dargestellt sind die Proteinkomplexe der Photosynthese
(PSII, Cyt b6f, PSI und die ATP-Synthase). Die wichtigsten am Elektronentransport beteiligten Kofaktoren von PSII
und PSI sind eingezeichnet (Abku¨rzungen siehe Text), die dimere Struktur von PSII und Cyt b6f ist angedeutet. Der
lineare Elektronentransport, d.h. der Fluss von Elektronen aus Wasser u¨ber PSII → PQ → Cyt b6f → Pc → PSI → Fd →
NADPH ist gezeigt. Gestrichelte Pfeile bedeuten eine Bewegung des jeweiligen Elektronencarriers, gepunktete Pfeile
den Fluss der Protonen. Der zyklische Elektronentransport um PSI sowie die Kofaktoren im Cyt b6f-Komplex sind zur
Vereinfachung ausgelassen. Die Endprodukte der Photosynthese, ATP und NADPH, sind in blauer Schrift dargestellt.
und die beiden in ho¨heren Pflanzen vorkommenden Chl-Spezies a und b haben leicht von einan-
der verschiedene Absorptionsmaxima. Zusa¨tzlich gibt es noch weitere akzessorische Pigmente,
Carotinoide, die neben einer Erweiterung des photosynthetisch nutzbaren Spektralbereichs an der
Photoprotektion, dem Schutz vor Lichtstress, mitwirken.
Wa¨hrend der grundsa¨tzliche Ablauf der Photosynthese und auch der Synthese des Chl-Moleku¨ls
weitestgehend aufgekla¨rt ist, besteht anhaltendes Forschungsinteresse an der Regulation bei-
der Prozesse: dem Ablauf der sequentiellen Assemblierung der Photosynthese-Komplexe so-
wie einer potentiellen Verknu¨pfung von Chl-Biosynthese und Photosystem-Assemblierung. Eine
Co-Regulation und funktionelle Assoziation der Prozesse ist naheliegend, da die Chl-Moleku¨le
wa¨hrend der Membran-Integration der Chl-bindenden Photosystem-Untereinheiten bereitgestellt
werden mu¨ssen, um diese zu stabilisieren. Gleichzeitig kann aufgrund der Phototoxizita¨t freien
Chlorophylls keine Chl-Synthese auf Vorrat stattfinden (Komenda et al. 2012b).
1.1.1 Ablauf der Photosynthese
1.1.1.1 Wasserspaltung am Photosystem II
Die Photosynthese beginnt mit der Aufnahme eines Photons durch Chl bzw. Carotinoide im PSII
(bzw. durch die am PSII angedockten Haupt- und Nebenantennen, s.u.). Durch Excitonentransfer
wird die Anregungsenergie von den Antennen bis ins Reaktionszentrum (RC) von PSII weitergelei-
tet, in welchem ein spezielles Paar (Special Pair) von Chl a-Moleku¨len lokalisiert ist, das aufgrund
seines entsprechenden Absorptionsmaximums bei 680nm als P680 bezeichnet wird. Dieses Paar an
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Chl-Moleku¨len ist insofern besonders, als dass es nach Anregung ein Elektron abgibt (Ladungs-
trennung) und dadurch zu einem sehr starken Oxidationsmittel wird (P680+). Das RC wird von
den Proteinen D1 und D2 gebildet, weitere Kernuntereinheiten von PSII sind CP43 und CP47, die
als innere Antenne funktionieren und Anregungsenergie von den peripheren Antennen ins RC
weiterleiten (Gao et al. 2018).
Vom Special Pair wird ein Elektron an ein Pha¨ophytin (PheoD1) abgegeben (Abb. 1.1). Mo¨glicherweise
ist ein weiteres, in der Na¨he vom RC gebundenes Chl a (ChlD1) ebenfalls an der Ladungstrennung
beteiligt (Caffarri et al. 2014). In jedem Fall leitet PheoD1 das Elektron seinerseits an ein von PSII
fest gebundenes Plastochinon (QA) weiter. Der Elektronentransport innerhalb des RC verla¨uft
ausschließlich u¨ber die an D1 gebundenen Kofaktoren, obwohl eine vergleichbare Anordnung
auch im D2-Protein vorliegt. Von QA findet Elektronentransport auf ein schwach gebundenes
austauschbares Plastochinon (QB) statt. Zwei Elektronen werden von QB sequentiell aufgenommen,
begleitet von der Bindung zweier Protonen aus dem Chloroplasten-Stroma. Plastochinon (PQ)
wird dadurch zu Plastochinol (PQH2) reduziert. PQH2 wird in den in der Thylakoidmembran
lokalisierten PQ-Pool entlassen und aus diesem gegen ein PQ ausgetauscht.
Das oxidierte P680+ erha¨lt sein Elektron aus der Spaltung von Wasser zu Sauerstoff am PSII zuru¨ck.
Die Wasserspaltung findet an einem Mangan-Cluster (Mn4CaO5-Cluster) statt, auch Oxygen-
evolving Complex (OEC) genannt, einer speziellen Anordnung von vier Mn-, fu¨nf O- und einem Ca-
Atom. Zwei Wassermoleku¨le werden dort schrittweise unter Abgabe von vier Elektronen zu
molekularem Sauerstoff oxidiert. Dabei wechseln die Mn-Atome teilweise zwischen verschiedenen
Oxidationsstufen (Kok-Zyklus). Die Abgabe der Elektronen zur Reduktion von P680+ erfolgt jeweils
einzeln (Vinyard et al. 2013). Zur Verbindung des an der lumenalen Seite von PSII gelegenen
Mangan-Clusters mit P680 dient ein dazwischen gelegenes redoxaktives Tyrosin (Tyrz). Bei der
Wasserspaltung werden neben molekularem Sauerstoff und den vier abgezogenen Elektronen
auch vier Protonen frei, die in das Thylakoidlumen abgegeben werden. Am PSII tragen daher
sowohl diese vier Protonen als auch die von PQ wa¨hrend dessen Reduktion aus dem Stroma
aufgenommenen Protonen zum Aufbau des Protonengradienten u¨ber die Thylakoidmembran bei
(Johnson 2016).
In Pflanzen liegt funktionales PSII in der Regel als Dimer vor, welches durch Bindung verschiede-
ner Antennenkomplexe Superkomplexe unterschiedlicher Gro¨ße und Sto¨chiometrie bilden kann.
Kristallstrukturen von PSII-LHCII-Superkomplexen (inklusive LHCII-S/M und CP24/26/29, vgl.
Abschnitt 1.3.1) aus P. sativum waren durch die Anwesenheit von 28 Untereinheiten und 203 Pig-
mentmoleku¨len charakterisiert (Cao et al. 2018). Die membranintrinsischen Kernuntereinheiten
D1, D2, CP43 und CP47 sind hauptsa¨chlich an der Bindung der Kofaktoren und Pigmente beteiligt,
dies sind in der D1-Untereinheit z. B. vier Chl a-, zwei Pheo- und ein β-Carotin (β-Car)-Moleku¨l
(Cao et al. 2018). Neben den Kernuntereinheiten und den lumenalen, den OEC stabilisierenden
Untereinheiten PsbO, PsbP und PsbQ entha¨lt PSII noch eine Vielzahl weiterer sehr kleiner Unter-
einheiten. Die meisten dieser kleinen Untereinheiten besitzen eine einzige Transmembranhelix
(mit Ausnahme des zwei Helices enthaltenden Proteins PsbZ). Sie umgeben das RC und sind
no¨tig fu¨r die Stabilisierung des PSII-Kernkomplexes, Dimerisierung von PSII und den Kontakt zur
peripheren Antenne. Weiterhin wirken sie an der Photoprotektion von PSII mit (Shi et al. 2004;
Gao et al. 2018).
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1.1.1.2 Oxidation von PQH2 am Cytochrom b6f-Komplex
Die Re-Oxidation von PQH2 zu PQ findet am Cyt b6f-Komplex statt. Dieser u¨bertra¨gt die Elek-
tronen weiter auf Plastocyanin (Pc), ein im Thylakoidlumen lokalisiertes, lo¨sliches Carrierprotein
(Abb. 1.1). Im Gegensatz zum PQ ist Pc ein Ein-Elektronen-Carrier, der diese u¨ber ein zwischen den
Oxidationsstufen +I und +II wechselndes Kupfer-Ion binden kann. Aufgrund der unterschiedlichen
Anzahl der von PQ und Pc gebundenen Elektronen kann die U¨bertragung nur schrittweise, im
sogenannten Q-Zyklus stattfinden: Eines der beiden Elektronen von PQH2 wird dabei u¨ber einen
2Fe-2S-Cluster und Ha¨m f auf Pc u¨bertragen, das andere u¨ber zwei Ha¨m-Moleku¨le (Ha¨m b6L
und Ha¨m b6H) auf ein PQ an einer weiteren Bindestelle. Dieses PQ wird bei der Oxidation eines
zweiten PQH2-Moleku¨ls und entsprechender Reduktion von Pc ebenfalls zu PQH2 umgesetzt,
sodass letztendlich durch die Oxidation von einem PQH2 zwei Pc reduziert werden (Kurisu et al.
2003; Johnson 2016). Die bei der Oxidation von PQH2 frei werdenden Protonen werden ins Thy-
lakoidlumen abgegeben, das am Cyt b6f-Komplex neu gebildete PQH2 nimmt aus dem Stroma
zwei Protonen auf. Der Beitrag von Cyt b6f zum Protonengradient umfasst daher pro umgesetztem
PQH2 vier ins Lumen abgegebene und zwei vom Stroma aufgenommene Protonen.
Der Cyt b6f-Komplex besteht aus den vier die Kofaktoren bindenden Kernuntereinheiten (Cyto-
chrom (Cyt) f, Cyt b6, das Rieske-Eisen-Schwefel-Protein und Untereinheit IV) sowie weiteren
kleinen Untereinheiten. Auch der Cyt b6f-Komplex liegt in Pflanzen als Dimer vor.
1.1.1.3 Oxidation von Plastocyanin am Photosystem I, Bildung von NADPH
Am PSI wird Pc oxidiert und die Elektronen auf den Stroma-lokalisierten Elektronen-Carrier
Ferredoxin (Fd) u¨bertragen (Abb. 1.1). Dieser wird dann unter anderem zur Bildung von NADPH
genutzt. Wie PSII besitzt auch PSI ein Special Pair zweier Chl a-Moleku¨le, dieses zeigt aber ein
Absorptionsmaximum bei 700nm und wird daher als P700 bezeichnet. Die Anregungsenergie
gelangt wie beim PSII von Antennensystemen sowie von PSI-gebundenen Pigmenten u¨ber Excito-
nentransfer zum P700. Nachdem P700 angeregt wurde, kann es ein Elektron abgeben. Dieses wird
u¨ber ein in der Na¨he zum P700 gebundenes Chl a-Moleku¨l (Chl A0, mo¨glicherweise ist noch ein
weiteres Chl a, Chl eC2, ebenfalls an der Ladungstrennung beteiligt), ein Phyllochinon (PhQ) sowie
drei 4Fe-4S Eisen-Schwefel-Cluster (FX, FA und FB) an den Ein-Elektronen-Carrier Fd u¨bertragen
(Caffarri et al. 2014). Fd kann u¨ber die Fd-NADP+-Oxidoreduktase (FNR) oxidiert werden. Dabei
wird NADPH gebildet (Abb. 1.1), welches im Calvin-Zyklus zur CO2-Fixierung beno¨tigt wird
(s.u.). Der Elektronenmangel des oxidierten P700+ wird durch Oxidation von Pc wieder aufgefu¨llt.
Im PSI sind wie im PSII die am Elektronentransport beteiligten Kofaktoren (mit Ausnahme der
Fe-S-Cluster) zweifach vorhanden. Im Gegensatz zum PSII werden im PSI aber beide Wege genutzt,
die Elektronen werden im FX zusammengefu¨hrt (Caffarri et al. 2014).
PSI liegt in Pflanzen im Gegensatz zum PSII und dem Cyt b6f als Monomer vor, und vier LHCI-
Antennenproteine sind an einem PSI-Monomer angedockt (s.u.). In Cyanobakterien bildet PSI
dagegen Trimere. Angemerkt werden sollte hier auch, dass in Cyanobakterien keine LHCs existieren
und die Antennenfunktion fu¨r beide Photosysteme stattdessen von den Phycobilisomen ausgeu¨bt
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wird. Die beiden sehr großen, knapp die Ha¨lfte der Masse von PSI beitragenden und das RC von
PSI bildenden Kernuntereinheiten PsaA und PsaB binden die am Elektronentransport beteiligten
Kofaktoren P700, Chl A0, Chl eC2 und FX sowie weitere Chl a- und β-Car-Moleku¨le. Das an der
Stromaseite angedockte PsaC entha¨lt FA und FB. Weitere, kleine Untereinheiten binden ebenfalls
zusa¨tzliche Pigmente. Zudem sind sie fu¨r die Interaktion von PSI zu Pc (PsaF) und Fd (PsaD/E),
fu¨r die Stabilisierung anderer Untereinheiten und die Bindung von LHCI von Bedeutung (Jensen
et al. 2007). Die Analyse der Kristallstruktur des PSI-LHCI-Komplexes aus P. sativum zeigte die
Anwesenheit von 16 Untereinheiten, 156 Chlorophyllen und 36 Carotinoiden (Mazor et al. 2017).
Als linearer Elektronentransport wird der Fluss von Elektronen aus der Wasserspaltung u¨ber PSII,
PQ, Cyt b6f, Pc und PSI auf NADPH bezeichnet (Abb. 1.1). Als weiteres Produkt der Photosynthese
wird u¨ber die Nutzung des Protonengradienten ATP gebildet (s.u.). Bei der Umsetzung von zwei
Moleku¨len Wasser am PSII, d.h. dem Transport von insgesamt vier Elektronen, entstehen zwei Mo-
leku¨le NADPH. Gleichzeitig wird der Protonengradient um 12 lumenale Protonen erho¨ht (u¨ber die
Wasserspaltung am PSII bzw. der Oxidation/Reduktion von PQ/PQH2 an Cyt b6f), die zur Synthese
von 2,5 Moleku¨len ATP genutzt werden ko¨nnen (Rochaix 2011). Zur CO2-Fixierung werden neben
zwei Moleku¨len NADPH jedoch drei Moleku¨le ATP beno¨tigt. Durch einen alternativen, zyklischen
Elektronentransport-Weg ko¨nnen Elektronen von Fd statt auf NADPH zuru¨ck auf PQ u¨bertragen
werden, dessen Oxidation am Cyt b6f-Komplex dann weiter zum Aufbau des Protonengradienten
und damit zur ATP-Synthese beitra¨gt. Neben der Ausbalancierung der NADPH/ATP-Produktion
fu¨r die CO2-Fixierung kann der zyklischen Elektronentransport allgemein zur Deckung zellula¨rer
Bedu¨rfnisse von ATP genutzt werden. Zusa¨tzlich bewirkt die versta¨rkte Absenkung des pH-Wertes
im Thylakoidlumen eine Aktivierung photoprotektiver Mechanismen (Nichtphotochemisches
Quenching, NPQ, s.u.) (Rochaix 2011; Shikanai 2014). Fu¨r den zyklischen Elektronentransport
existieren zwei Wege, der PROTON-GRADIENT REGULATION 5 (PGR5)-abha¨ngige und der
NADH-Dehydrogenase-like (NDH)-Komplex-abha¨ngige (Busch et al. 2011). PGR5 zusammen
mit PGR5-like (PGRL1) bzw. der NDH-Komplex bilden dafu¨r Megakomplexe mit einer kleinen
Menge von PSI-LHCI, wobei der PGR5-PGRL1-Weg vermutlich hauptsa¨chlich fu¨r den zyklischen
Elektronentransport genutzt wird (Shikanai 2014).
1.1.1.4 ATP-Synthese durch die CF1Fo-ATPase
Wie oben beschrieben wird im Zuge des Elektronentransports ein Protonengradient/pH-Gradient
(∆pH) u¨ber die Thylakoidmembran aufgebaut. Die ATP-Synthase (bzw. CF1Fo-ATPase) nutzt den
pH-Gradient zur ATP-Synthese aus ADP und Pi (Abb. 1.1): Der membransta¨ndige Fo-Motor, dessen
wesentlicher Bestandteil in Pflanzen ein Ring aus 14 c-Untereinheiten (bzw. 13-15 c-Untereinheiten
in verschiedenen Cyanobakterien-Sta¨mmen, Pogoryelov et al. 2007) ist, transportiert Protonen
entlang des Gradienten und treibt damit eine Rotation der γϵ-Untereinheiten an. Diese Rotation
fu¨hrt zu einer sequentiellen Konformationsa¨nderung der α3β3-Untereinheiten im katalytisch
aktiven F1-Kopf. Jede der drei α-Untereinheiten kann pro Rotation ein Moleku¨l ATP aus ADP und
Pi synthetisieren, sodass durch den Fluss von 14 Protonen drei Moleku¨le ATP gebildet werden




Prima¨res Ziel der lichtabha¨ngigen Reaktionen der Photosynthese ist die Bereitstellung von ATP und
NADPH zur nachfolgenden Fixierung von CO2. Dafu¨r ist das Enzym Ribulose-1,5-Bisphosphat-
Carboxylase/Oxygenase (RuBisCO) von entscheidender Bedeutung. Die Carboxylierung eines
Moleku¨ls Ribulose-1,5-Bisphosphat fu¨hrt zur Bildung von zwei Moleku¨len 3-Phosphoglycerat,
welche ATP- und NADPH-abha¨ngig (2x ATP, 2x NADPH) zu Glycerinaldehyd-3-Phosphat (GAP)
umgesetzt werden. Infolge der Fixierung von drei Moleku¨len CO2 werden sechs Moleku¨le GAP
gebildet, wobei die drei fixierten CO2-Moleku¨le netto zur Neubildung eines der sechs Moleku¨le
GAP eingesetzt wurden. Die u¨brigen (fu¨nf) Moleku¨le GAP werden zur Regenerierung von Ribulose-
1,5-Bisphosphat beno¨tigt (Calvin-Benson-Zyklus). Dieser Prozess verbraucht pro Moleku¨l CO2
noch ein weiteres Moleku¨l ATP, sodass pro fixiertem CO2 im Idealfall insgesamt 3x ATP und
2x NADPH beno¨tigt werden (Johnson 2016).
RuBisCO bildet lo¨sliche, Stroma-lokalisierte Komplexe aus jeweils acht großen und kleinen Unter-
einheiten (RbcL/RbcS). Wie der Name des Enzyms andeutet, kann neben der Carboxylierung auch
eine (in der Regel unerwu¨nschte) Oxygenierung von Ribulose-1,5-Bisphosphat, d.h. Umsetzung von
O2 statt CO2, erfolgen. Die ATP-verbrauchende Verstoffwechslung des dabei entstehenden Phos-
phoglykolats zur Regeneration von 3-Phosphoglycerat wird Photorespiration genannt (Johnson
2016).
1.1.2 Assemblierung der Photosysteme
Die großen Pigment-Protein-Komplexe PSI und PSII, sowie auch der Cyt b6f-Komplex und die ATP-
Synthase sind auf eine geordnete und koordinierte Assemblierung angewiesen. Die Assemblierung
umfasst sowohl die schrittweise Assoziation der Untereinheiten als auch die Integration der
Kofaktoren, wobei an den Einzelschritten eine Vielzahl an Assemblierungsfaktoren beteiligt sind.
PSI bleibt nach der Synthese vermutlich recht stabil, auch wenn unter photoinhibitorischen
Lichtbedingungen bei niedrigen Temperaturen ein Abbau (bzw. mo¨glicherweise eine Reparatur)
stattfindet (Yang et al. 2015). Dagegen bedarf PSII einer sta¨ndigen Reparatur, die in Form einer
partiellen De-Assemblierung, gefolgt vom proteolytischen Abbau gescha¨digter D1-Untereinheiten,
Re-Insertion von D1 und Re-Assemblierung der PSII-Komplexe abla¨uft (PSII-Reparaturzyklus,
s.u.).
1.1.2.1 Assemblierung von PSI
Die Assemblierung des PSI verla¨uft vermutlich sehr schnell. Daran sind sowohl Kern- als auch
Plastiden-codierte Assemblierungsfaktoren beteiligt, die zwar zumindest teilweise zwischen Cyano-
bakterien und Pflanzen konserviert sind, deren Funktionen aber nicht notwendigerweise identisch
geblieben sind. Pflanzen besitzen gegenu¨ber Cyanobakterien zudem zusa¨tzliche Faktoren (Yang
et al. 2015). Die Assemblierung des PSI beginnt mit der co-translationalen Integration von PsaA und
PsaB in die Thylakoidmembran, begleitet von der Insertion der Pigmente und Kofaktoren. Dabei
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dient PsaB vermutlich als stabilisierender Anker fu¨r PsaA (Yang et al. 2015). Fu¨r die Membranin-
tegration von PsaA und PsaB ist die Insertase ALBINO3 (ALB3) wesentlich (Go¨hre et al. 2006).
Die Faktoren VIPP1 (Zhang et al. 2014) und PPD1 (Liu et al. 2012) sind ebenfalls an der Synthese
von PsaA und PsaB beteiligt. ALB3 ist zudem zusta¨ndig fu¨r die posttranslationale Membranin-
tegration der kerncodierten Light-harvesting complex proteins (LHCPs) in die Thylakoidmembran
(Schu¨nemann 2004) und auch an der PSII-Assemblierung beteiligt (s.u.).
PsaA und PsaB bilden ein Heterodimer inklusive der am Elektronentransport beteiligten Kofakto-
ren. Anschließend erfolgt die Insertion von FX. An der Insertion von FX sowie am Einbau von FA
und FB in stromal lokalisiertes PsaC (noch vor dessen Assoziation mit PsaA/B), sind die Faktoren
RubA (Shen et al. 2002), HIGH CHLOROPHYLL FLUORESCENCE 101 (HCF101) (Schwenkert
et al. 2009) und CnfU (Yabe et al. 2004) beteiligt. Im Anschluss an die Bindung von PsaC an PsaA/B
erfolgt die Assoziation von PsaD und PsaE an die stromale Seite von PSI. PsaC-E bilden den sog.
Stromal Ridge (Yang et al. 2015). Fu¨r dessen Aufbau sind die Faktoren Ycf3, Ycf4 (Boudreau et al.
1997) und Y3IP1 (Albus et al. 2010) notwendig. Vermutlich werden anschließend die kleinen
membranintegralen (fu¨r die Assoziation von phosphoryliertem LHCII verantwortlichen, s.u.) Un-
tereinheiten PsaH-L angedockt. Dies fu¨hrt zur Bildung des einzigen bisher in signifikanten Mengen
detektierten Intermediats der PSI-Assemblierung, PSI* (Wittenberg et al. 2017). PSI* ist bereits zur
Ladungstrennung und Reduktion von Fd in der Lage, auch wenn die Akzeptorseite von PSI noch
nicht aufgebaut ist. Die von PSI* ausgehende, weitere Assemblierung von PSI ist auf die Insertion
von PsaF zwingend angewiesen (Wittenberg et al. 2017). PsaF sowie PsaN sind Voraussetzung fu¨r
die Bindung und Oxidation von Pc an PSI (Scho¨ttler et al. 2011). Der Einbau der verbleibenden
kleinen Untereinheiten (PsaJ,K,G,N), vermutlich unter Beteiligung von Pyg7 (Wilde et al. 2001)
und Psa2 (Fristedt et al. 2014), sowie das Andocken der ALB3-abha¨ngig membranintegrierten
LHCI-Antennen schließt dann die Bildung des funktionalen PSI-LHCI-Komplexes ab (Scho¨ttler
et al. 2011; Yang et al. 2015).
1.1.2.2 Assemblierung von PSII
Vergleichbar zum Aufbau von PSI basiert die Assemblierung von PSII in Cyanobakterien wie in
Pflanzen auf konservierten Assemblierungsfaktoren (mit nicht notwendigerweise konservierter
Funktionalita¨t), wobei Pflanzen zusa¨tzliche Faktoren besitzen. Wa¨hrend in Cyanobakterien die
Assemblierung in der sog. PratA-defined membrane (PDM) abla¨uft, findet sie in Chloroplasten in
den Stromalamellen der Thylakoidmembran statt. Das funktionelle PSII migriert daraufhin in
die Grana-Thylakoide. Der Mechanismus der Assemblierung ist aber vermutlich konserviert und
basiert im Wesentlichen auf der sequentiellen Assemblierung von Modulen, die um die vier Kern-
untereinheiten D1, D2, CP43 und CP47 herum aufgebaut sind (Komenda et al. 2012b; Nickelsen
et al. 2013). An jedem Assemblierungsschritt ist eine Vielzahl an Faktoren beteiligt (Abb. 1.2 A),
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Abbildung 1.2: Assemblierung und Reparaturzyklus von PSII. Die an den jeweiligen Schritten der Assemblierung
(A) bzw. am Reparaturzyklus (B) beteiligten Faktoren, sowie die PSII-Intermediate sind angegeben (Erla¨uterung der
Abku¨rzungen und detaillierte Beschreibung im Fließtext). Die gebundenen Pigmente und Cofaktoren sind ausgelassen.
Fu¨r die Abbildung wurden Fig. 1 und Fig. 2 aus Lu (2016) als Vorlage verwendet.
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D1- und D2-Synthese Die Assemblierung von PSII beginnt mit der Synthese der D1- und
D2-Module (Abb. 1.2 A) (Komenda et al. 2012b). D1 und D2 sind (wie CP43 und CP47) Plastiden-
codierte Proteine, die co-translational in die Thylakoidmembran integriert werden. Von den
unterschiedlichen plastida¨ren Transportsystemen in und durch die Thylakoidmembran ist das
Signal Recognition Particle (SRP)-System, bestehend aus cpSRP54, cpFtsY, der Translokase cpSecY
und ALB3 (Henry et al. 2007), an der Membranintegration von D1 (und mo¨glicherweise auch
D2 und CP47) beteiligt (Lu 2016): Wenigstens fu¨r D1 konnten Zwischenstufen der Insertion
in einem Komplex mit cpSRP-Komponenten nachgewiesen werden (Henry et al. 2007; Walter
et al. 2015). Die Faktoren HCF173 (Schult et al. 2007; Link et al. 2012) zusammen mit LOW
PHOTOSYNTHETIC EFFICIENCY 1 (LPE1) (Jin et al. 2018), und Ycf39/HCF244 (Link et al.
2012) (s.u.) sind fu¨r die Stabilisierung der psbA-mRNA, sowie die Translationsinitiation von psbA
essentiell.
D1 wird als unreifes Vorla¨uferprotein mit einer C-terminalen Extension synthetisiert und in
die Membran insertiert (pD1) (Ivleva et al. 2000). pD1 bildet dann zusammen mit der PsbI-
Untereinheit das pD1-Modul. Das D2-Modul andererseits besteht aus D2 sowie PsbE/F, welche
den Cyt b559-Teil von PSII darstellen. Das Vorliegen von Cyt b559 ist Voraussetzung fu¨r die Ak-
kumulation von D2, wa¨hrend das D2-Modul no¨tig fu¨r die Stabilisierung des pD1-Moduls und
generell den Beginn der PSII-Assemblierung ist (Komenda et al. 2004). An der Synthese der pD1-
und D2-Module sind die Faktoren HCF243 (Synthese bzw. Stabilisierung von pD1 und D2, Zhang
et al. 2011), TerC (an der co-translationalen Insertion beteiligt, Schneider et al. 2014), die Protease
Deg1 (siehe auch Abschnitt 1.1.2.3, Chaperon-Funktion gegenu¨ber den vier Kernuntereinheiten,
Sun et al. 2010b), und hinsichtlich pD1 auch LOW PSII ACCUMULATION 1 (LPA1, Peng et al.
2006†, pflanzliches ”funktionelles“ Homolog des cyanobakteriellen PratA-Proteins, Klinkert et al.
2004; Nickelsen et al. 2013) beteiligt. Fu¨r PratA wird zumindest in Cyanobakterien eine Funktion
in der Beladung von D1 mit Mn2+-Ionen vermutet (Stengel et al. 2012). Die Pigmente werden in
pD1 wahrscheinlich co-translational insertiert. In Cyanobakterien ist daran ein Ycf39-Hlip-CHLG-
Komplex beteiligt (siehe Abschnitt 1.3.3.1, Chidgey et al. 2014; Knoppova´ et al. 2014). Die Bindung
von Chl durch D1 (aber auch D2, CP43 und CP47) ist no¨tig fu¨r die Stabilisierung der Proteine und
deren Schutz vor proteolytischem Abbau (Eichacker et al. 1996; He et al. 1998). Die Assoziation
von psbA und anderen, Chl-bindende Proteine codierenden mRNAs mit plastida¨ren Ribosomen
scheint aber unabha¨ngig von der Chl-Verfu¨gbarkeit zu sein (Zoschke et al. 2017).
Bildung des RC-Komplexes Das pD1 und das D2-Modul werden zum RC-Komplex kombiniert
(Abb. 1.2 A) (Komenda et al. 2012b). Beteiligt sind daran einerseits weiterhin die oben beschrie-
benen Faktoren HCF243, LPA1 und TerC (Lu 2016). Zum anderen kommt eine ganze Reihe von
Faktoren ins Spiel, die auch in die weitere Reifung und Prozessierung der spa¨teren RC-Komplexe
involviert sind. Dies sind unter anderem PHOTOSYNTHESIS AFECTED MUTANT 68 (PAM68,
Armbruster et al. 2010), PsbN (Krech et al. 2013) und Ycf48/HCF136 (Plu¨cken et al. 2002; Ko-
menda et al. 2008). Ycf48/HCF136 wirkt ebenfalls bei der Stabilisierung von pD1 mit. PsbN und
HCF136 sind entscheidend fu¨r die Kombination von pD1 und D2 zum RC-Komplex. Neben der
Kombination von pD1 und D2 zum RC findet eine Prozessierung des C-Terminus’ von pD1 zum
reifen D1-Protein statt (in Cyanobakterien u¨ber die Zwischenstufe iD1, Nickelsen et al. 2013),
†Korrektur des Artikels in The Plant Cell 2018, 30:1, S.245-248.
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wofu¨r die Faktoren PSB27-H2 (auch LPA19, Wei et al. 2010) und die Protease CtpA2 (Anbudurai
et al. 1994) no¨tig sind. Die C-terminale Prozessierung von D1 ist unabdingbar fu¨r die weitere
Assemblierung von PSII und den Einbau des Mn4CaO5-Clusters (Roose et al. 2004; Bao et al. 2016).
Synthese und Insertion von CP47 Die co-translationale Integration von CP47 ha¨ngt ebenfalls
vom cpSRP-System ab. Weiterhin sind an der CP47-Synthese die Faktoren Deg1, HCF136, PAM68,
PSB28 (Doba´kova´ et al. 2009), sowie die plastida¨ren m-Typ Thioredoxine (Trx) m1, m2 und m4
beteiligt (Wang et al. 2013). Letztere scheinen fu¨r den Erhalt des korrekten Redoxstatus’ von
CP47 wa¨hrend dessen Synthese zusta¨ndig zu sein. Ebenso ist fu¨r die ordnungsgema¨ße Faltung
Cystein-enthaltender Untereinheiten wie CP47 (und CP43) der Faktor CYO1 relevant (Muranaka
et al. 2012). Neuere Erkenntnisse deuten zudem darauf hin, dass HCF136 auf der lumenalen Seite
der Membran gemeinsam mit PAM68 auf der stromalen Seite CP47 in der zur Aufnahme von
Pigmenten beno¨tigten Konformation halten (Bucˇinska´ et al. 2018). Dabei nimmt PAM68 Kontakt
zum translatierenden Ribosom auf. Die Insertion von CP47 in das RC ergibt den RC47a-Komplex,
der durch Integration der Untereinheiten PsbH/M/T/R unter Mithilfe von HCF136 zum RC47b-
Komplex erweitert wird (Abb. 1.2 A) (Lu 2016). In Cyanobakterien wird CP47 vermutlich als
Komplex mit PsbH/(L)/T vorassembliert und zusammen mit diesen in den RC-Komplex eingebaut
(Komenda et al. 2012b). Die Interaktion von PAM68 mit den Faktoren HCF136, LPA1, LPA2
und ALB3 macht eine unterstu¨tzende Funktion des Proteins in der Bildung der spa¨teren RC47-
Komplexe aus dem RC wahrscheinlich (Armbruster et al. 2010).
Insertion von CP43 und weiteren kleinen Untereinheiten CP43 wird zusammen mit PsbK (bzw.
mit PsbK/Z/30 in Cyanobakterien) in den RC47b-Komplex eingebaut (Lu 2016). An der Synthese
von CP43 sind die Faktoren CYO1, TerC gemeinsam mit ALB3 (Schneider et al. 2014), sowie am
Einbau von CP43 zusammen mit PsbK in RC47b die Faktoren Deg1, LPA2 und LPA3 beteiligt (Ma
et al. 2007; Cai et al. 2010)‡. In Cyanobakterien stabilisiert Psb27 freies CP43 (Komenda et al. 2012a).
Im Anschluss erfolgt die lichtabha¨ngige Aktivierung des OECs (Photoaktivierung, Dasgupta et al.
2008), sowie die Bindung der den OEC abschirmenden Untereinheiten PsbO/P/Q (Nickelsen
et al. 2013; Lu 2016). Wenigstens fu¨r die korrekte Bildung einer intramolekularen Disulfidbru¨cke
in PsbO ist eine Lumenale Thiol-Oxidoreduktase (LTO1) notwendig (Feng et al. 2011; Lu et al.
2013). In Cyanobakterien erfolgt noch die Assemblierung der extrinsischen Untereinheiten PsbU/V,
zudem in Cyanobakterien wie in Pflanzen die Assemblierung der Untereinheiten PsbW/Z (Lu
2016).
Dimerisierung und Bildung von PSII-LHCII Superkomplexen Nach Dimerisierung des reifen
PSII-Monomers und Bindung der LHCII-Antennen kommt es zur Bildung der PSII-LHCII-Super-
komplexe (Abb. 1.2 A) (Nickelsen et al. 2013; Lu 2016). An der Superkomplex-Assemblierung,
d.h. der Verbindung von LHCII mit PSII, sind wenigstens PSB33 (Fristedt et al. 2015) und die
PsbW-Untereinheit beteiligt (Garcı´a-Cerda´n et al. 2011). Die kerncodierten Proteine der LHCII-
Komplexe werden unter Mitwirkung von CYO1 und ALB3-abha¨ngig in die Thylakoidmembran
integriert und mit Pigmenten versehen (Lu 2016).
‡Die entsprechenden Publikationen von Ma et al. (2007) und Cai et al. (2010) wurden zuru¨ckgezogen: Retraction




Unter Starklichtbedingungen, aber – wenn auch in geringerem Maße – bereits bei niedrigen Lichtin-
tensita¨ten, kommt es zu einer Bescha¨digung der D1-Untereinheit und damit zur Inaktivierung
des betroffenen PSII-Komplexes. Fu¨r PSII existiert daher ein Reparaturmechanismus, der PSII-
Reparaturzyklus, der zum Austausch photogescha¨digter D1-Untereinheiten dient. U¨berwiegt die
Rate der Photoscha¨digung von PSII der Reparatur kommt es zur Photoinhibition, d.h. zum Ver-
lust der PSII-Aktivita¨t. Interessanterweise scheint die relative Anfa¨lligkeit von PSII gegenu¨ber
Photoscha¨digung aber nicht nur ein unerwu¨nschter Effekt zu sein, sondern zum Schutz von PSI
beizutragen: Durch die stetige und lichtabha¨ngige Inaktivierung eines Teils von PSII wird der
Redoxdruck auf PSI vermindert (Sonoike 2011).
Grundsa¨tzlich lassen sich zwei Mechanismen der D1-Scha¨digung unterscheiden (Andersson et al.
2004): Der Akzeptorseiten-Mechanismus beruht darauf, dass im Falle eines vollsta¨ndig reduzierten
PQ-Pools die QB-Bindestelle unbesetzt ist, was zur Bildung abnormaler, zweifach reduzierter
QAH2-Spezies fu¨hren kann. Die folgende Ablo¨sung von QAH2, d.h. eine unbesetzte QA-Bindestelle,
ermo¨glicht die Re-Reduktion von P680+ durch PheoD1– unter Bildung eines Chl-Moleku¨ls im
Triplett-Zustand. Dieses generiert in der Reaktion mit O2 hochreaktiven Singulett-Sauerstoff. Der
Donorseiten-Mechanismus dagegen tritt ein, wenn die Rate an angelieferten Elektronen aus der
Wasserspaltung an der Donorseite von PSII nicht mit der Elektronenabgabe an der Akzeptorseite
(d.h. der PQ-Reduktion) mithalten kann. Ein langlebiges P680+ kann dann Elektronen aus seiner
na¨heren Umgebung abziehen, und somit oxidative Scha¨digung von Aminosa¨uren bewirken.
Am PSII-Reparaturzyklus sind zum Teil die identischen Assemblierungsfaktoren wie an der Neu-
synthese von PSII beteiligt (Abb. 1.2 B). Zusa¨tzlich gibt es aber auch Faktoren, denen spezielle
Funktionen im Reparaturzyklus zugeschrieben werden. Die Reparatur von PSII beginnt mit ei-
ner (partiellen) De-Assemblierung der PSII-Komplexe, gefolgt vom proteolytischen Abbau des
gescha¨digten D1-Proteins sowie dessen Neusynthese. Schlussendlich werden die PSII-LHCII-
Superkomplexe re-assembliert (Ja¨rvi et al. 2015; Lu 2016).
De-Assemblierung der PSII-LHCII-Superkomplexe Wa¨hrend funktionelles PSII in den Grana-
Thylakoiden vorliegt, findet die Reparatur wie die Neusynthese in den Stromalamellen statt. Der
erste Schritt in der Reparatur von PSII ist daher dessen Migration von den Grana-Thylakoiden
in die Stromalamellen sowie die Ablo¨sung der LHCII-Antennen und die Monomerisierung von
PSII (Abb. 1.2 B) (Lu 2016). Als Signal dafu¨r dient die Phosphorylierung von LHCII und der
Kernuntereinheiten D1, D2 und CP43 (sowie PsbH) (Lu 2016; Theis et al. 2016). An der Regula-
tion des Phosphorylierungsstatus’ beteiligt sind die State Transition-Kinasen STN7 (LHCII) und
STN8 (Kernuntereinheiten) (Bellafiore et al. 2005; Bonardi et al. 2005) und (auf bislang unklare
Weise) PsbN. Der Faktor THYLAKOID FORMATION 1 (THF1) wirkt zudem als Regulator der
Superkomplex-Dynamik unter Starklichtbedingungen (Huang et al. 2013). Das PSII-Monomer ist
vermutlich wa¨hrend der ganzen Reparatur mit der Protein-Disulfid-Isomerase LOW QUANTUM
YIELD 1 (LQY1) assoziiert (Lu et al. 2011). Nach der Migration in die Stromalamellen kommt
es zur Dephosphorylierung der Kernuntereinheiten, wofu¨r die Phosphatase PBCP (Samol et al.
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2012) (mo¨glicherweise unterstu¨tzt von TLP18.3, Sirpio¨ et al. 2007) zusta¨ndig ist. Der Faktor CYP38
verhindert als Phosphatase-Inhibitor dabei zuna¨chst eine vorzeitige Dephosphorylierung (Rokka
et al. 2000).
Abbau und Neusynthese von D1 Der proteolytische Abbau von bescha¨digten D1-Untereinheiten
wird von ATP- und Zn2+-abha¨ngigen FtsH-Proteasen sowie von Deg-Proteasen katalysiert. Deg1
schneidet dabei D1 vermutlich von der lumenalen Seite im Loop zwischen dessen Helices 3 und 4
(CD-Loop), wa¨hrend Deg7 D1 von der stromalen Seite schneidet (Kapri-Pardes et al. 2007; Sun et al.
2010a). Deg2 kann D1 ebenfalls auf der stromalen Seite (im DE-Loop zwischen den Helices 4 und 5)
schneiden (Haussu¨hl et al. 2001). Am weiteren Abbau von D1 sind vor allem die FtsH-Proteasen
FtsH2 und FtsH5 beteiligt (Bailey et al. 2002; Kato et al. 2009). Der Abbau von D1, begleitet von
der Ablo¨sung der Untereinheiten PsbO/P/Q, des OECs und der CP43-Kernuntereinheit fu¨hrt zum
wichtigen Reparatur-Intermediat, dem CP43-freien PSII-Monomer (Abb. 1.2 B) (Lu 2016).
Die Synthese von D1 im Rahmen der PSII-Reparatur unterscheidet sich von der Neusynthese
insofern, als dass sie die Integration von D1 in das CP43-freie PSII-Monomer beno¨tigt. An der
grundsa¨tzlichen Synthese von D1 sind ebenfalls das cpSRP/ALB3-System, HCF173, HCF244,
HCF243, LPA1 und TerC beteiligt (Lu 2016). Die Protein-Disulfid-Isomerase PDI6 dient als
Regulator/Da¨mpfer der D1-Synthese (Wittenberg et al. 2014). In den Einbau von pD1 in das
CP43-freie PSII-Monomer ist wiederum eine Vielzahl an Faktoren involviert: Zum einen die bereits
beschriebenen Faktoren Deg1, TerC, HCF243, LPA1, PAM68, sowie die D1-C-terminalen Proteasen
CtpA1,2. Zum anderen sind Faktoren beteiligt, die spezifische Funktionen in der Re-Assemblierung
von PSII zu besitzen scheinen: CYP20-3 (Cai et al. 2008) und MET1 (CP43/CP47-Chaperon
wa¨hrend der Reparatur, Bhuiyan et al. 2015).
Re-Assemblierung des PSII-Monomers und der PSII-LHCII-Superkomplexe Durch den Einbau
von CP43-PsbK (Recycling oder Neusynthese des Moduls) wird das PSII-Monomer wiederherge-
stellt (Lu 2016). Spezifisch an diesem Prozess beteiligte Faktoren sind (neben CYP20-3, LPA2/3 und
MET1) HHL1 (Re-Assemblierung des PSII-Monomers, interagiert mit LQY1, Jin et al. 2014) und
MPH1 (Assemblierung/Stabilisierung von PSII-Monomeren, Liu et al. 2015). Die Re-Assemblierung
des OECs und der Untereinheiten PsbO/P/Q, die Dimerisierung von PSII sowie die Bindung
der LHCII-Antennen nach Migration in die Grana-Thylakoide schließt die PSII-Reparatur ab
(Abb. 1.2 B).
1.1.2.4 Verbindungen der Photosystem-Assemblierung zur Chlorophyllbiosynthese
Da die Insertion der Pigmente in die Pigment-bindenden Photosystem-Kernuntereinheiten Vor-
aussetzung fu¨r deren Stabilisierung ist und daher co-translational ablaufen muss, erscheint eine
Verbindung der Proteinsynthese bzw. Assemblierung der Kernuntereinheiten zur Chl-Biosynthese
sinnvoll (Nickelsen et al. 2013; Wang et al. 2015). Vor diesem Hintergrund lassen sich funk-
tionelle Verbindungen von Assemblierungsfaktoren zur Chl-Biosynthese annehmen. Die cya-
nobakterielle ∆Psb28-Mutante ist durch eine ineffektive Chl-Biosynthese gekennzeichnet, und
Doba´kova´ et al. (2009) postulierten eine Beteiligung von Psb28 an der Chl-Synthese fu¨r CP47
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und PsaA/B. Eine weitere mo¨gliche Verbindung stellt das cyanobakterielle Pitt-Protein dar, das
die Protochlorophyllid-Oxidoreduktase (POR, s.u.) stabilisiert und an der Positionierung von
POR in der Na¨he zur Synthese der Photosysteme beteiligt sein ko¨nnte (Schottkowski et al. 2009).
Wa¨hrend fu¨r das pflanzliche Psb28 diesbezu¨glich keine Daten vorliegen, existiert fu¨r Pitt kein
definitives Homolog in Pflanzen (Bohne et al. 2016). Mo¨glich wa¨re, dass es stattdessen – a¨hnlich
zur von in Pflanzen von LPA1 u¨bernommenen PratA-Funktion – ein ”funktionelles“ Homolog in
Pflanzen gibt. Weitere Kandidaten fu¨r eine Verknu¨pfung der Photosystem-Assemblierung mit der
Chl-Biosynthese sind die Proteine der LHC-Familie, d.h. die cyanobakteriellen Hlips bzw. deren
pflanzliche Homologe (OHPs), oder andere LIL-Proteine (siehe dazu Abschnitt 1.3) (Wang et al.
2015).
1.1.3 Die Assemblierungsfaktoren Ycf39/HCF244 und HCF173
Ycf39 wurde in Synechocystis urspru¨nglich als an der Insertion von QA in D2 wa¨hrend der PSII-
Assemblierung beteiligtes Chaperon beschrieben (Ermakova-Gerdes et al. 1999). Zudem konnte
Ycf39 als Teil von fru¨hen PSII-Assemblierungs-Intermediaten nachgewiesen werden (RC(II*)-
Komplex), an welche es als funktionelle Einheit mit den Hlips HliC/D bindet (vgl. Abschnit 1.3.3.1)
(Knoppova´ et al. 2014). Im Detail scheint das Protein mit der D1-Synthese (nicht aber mit der D2-
Synthese) in Verbindung zu stehen, und bindet an dieses mo¨glicherweise sogar direkt. Knoppova´
et al. (2014) postulierten daher eine Funktion des Ycf39-Hlip-Komplexes in der co-translationalen
Belieferung von pD1 mit Chl sowie dem Anregungsenergie-Quenching von Assemblierungs-Inter-
mediaten.
Das pflanzliche Homolog von Ycf39 ist der Faktor HCF244 (At4g35250). HCF-Mutanten wurden
urspru¨nglich u¨ber Vera¨nderungen in der Chl-Fluoreszenz identifiziert, die auf Beeintra¨chtigungen
in der Photosystem-Assemblierung hindeuteten (Meurer et al. 1996). Ycf39/HCF244 geho¨rt zu
den Atypical Short-Chain Dehydrogenasen (aSDRs), einer Teilfamilie der großen, evolutiona¨r alten
und funktionell diversen Proteinfamilie der SDRs (Persson et al. 2009; Moummou et al. 2012).
aSDRs sind u.a. durch Aminosa¨urevera¨nderungen in der SDR-typischen katalytischen Tetrade
gekennzeichnet. Wenngleich HCF244 noch keine exakte molekulare Funktion zugeschrieben
werden konnte, wird eine Beteiligung an der Translations-Initiation der psbA-mRNA vermutet
(Link et al. 2012).
HCF244 wird mit HCF173 (sowie mit OHP2) co-exprimiert (AttedII-Datenbank, Obayashi et al.
2018). HCF173 geho¨rt ebenfalls zur Familie der aSDR-Proteine und ist wie HCF244 vermutlich
gleichfalls an der Translations-Initiation von psbA beteiligt (Schult et al. 2007). Zudem scheint
HCF173 fu¨r die Stabilisierung des psbA-Transkripts notwendig zu sein (Schult et al. 2007). Da eine
hcf244/hcf173-Doppelmutante additive Effekte zeigte, wurde eine u¨berlappende Funktion beider
Proteine vermutet (Link et al. 2012), die aber nicht notwendigerweise auf einer physischen Inter-
aktion beider Proteine beruhen muss. Dazu passt, dass HCF173 als Teil eines hochmolekularen,
RNA-bindenden Komplexes identifiziert werden konnte, HCF244 aber nicht Teil dieses Komplexes
war (Link et al. 2012). HCF173 wurde ku¨rzlich weiterhin als Interaktionspartner von LPE1 identifi-





Pflanzen beno¨tigen vier verschiedene Arten von Tetrapyrrolen, welche in der Tetrapyrrolbiosynthe-
se (TP-BS) aufgebaut werden: Ha¨m, Siroha¨m, Phytochromobilin (PΦB) und Chl (Tanaka et al. 2007;
Tanaka et al. 2011) (Abb. 1.3 A). Die TP-BS la¨sst sich in verschiedene Abschnitte einteilen: Zuerst
findet die Synthese des universalen Vorla¨ufermoleku¨ls 5-Aminola¨vulinsa¨ure (ALA) statt, welches
anschließend durch Kondensation von acht Moleku¨len ALA und Modifikation von Seitengruppen
zum gemeinsamen Vorla¨ufer Protoporphyrin IX (Proto IX) umgesetzt wird. Auf dem Weg von ALA
zu Proto IX zweigt der Siroha¨m-Syntheseweg ab. Durch Insertion eines Eisen- bzw. Magnesium-
Ions in den heterozyklischen Ring von Proto IX entsteht Ha¨m b (Ha¨m) bzw. Chl a, wobei Ha¨m
anschließend durch O¨ffnung des Rings in PΦB umgesetzt werden kann. Chl a (bzw. die Vorstufe
Chlorophyllid a (Chlid a)) wird zum Teil durch Oxidation einer Methyl- zur Formyl-Seitengruppe
am C7 weiter zu Chl b verstoffwechselt (Abb. 1.3 B). Jedes der vier Endprodukte der TP-BS hat
eine spezifische Funktion: Chl wird ausschließlich fu¨r die Photosynthese in den Chloroplasten
beno¨tigt (Lichtabsorption und Ladungstrennung, siehe Abschnitt 1.1.1), wobei Chl a Bestandteil
der Photosysteme und Antennenkomplexe ist, wa¨hrend Chl b nur in letzteren zu finden ist. Ha¨m
ist unter anderem als Cofaktor der an Oxidations- und Elektronentransportreaktionen beteiligten
Enzyme von Bedeutung. PΦB ist der Cofaktor der pflanzlichen Phytochrome, welche als Rotlicht-
Rezeptoren z. B. fu¨r die Regulation der Photomorphogenese no¨tig sind. Siroha¨m schließlich ist
als prosthetische Gruppe Teil der Nitrit- und Sulfit-Reduktase. Die komplette TP-BS findet im
Plastiden statt, wobei eine duale Lokalisation der terminalen Schritte der Ha¨m-Synthese nicht
vollends ausgeschlossen werden kann.
1.2.1 Synthese der 5-Aminola¨vulinsa¨ure
Die TP-BS beginnt in ho¨heren Pflanzen mit der Synthese von ALA u¨ber den C5-Weg: Der Ausgangs-
stoff ist Glutamat (Glu), welches im Plastiden aus α-Ketoglutarat und Glutamin u¨ber das Enzym
Glutamin-α-Ketoglutarat-Aminotransferase (GOGAT) gebildet wird (Forde et al. 2007). Glu wird
dann zuna¨chst aktiviert, indem es ATP-abha¨ngig an die Glutamyl-tRNA gekoppelt wird: Durch die
Aktivita¨t des Enzyms Glutamyl-tRNA-Synthetase (GluRS) entsteht Glutamyl-tRNAGlu (Day et al.
1998). Neben der weiteren Umsetzung im Rahmen der TP-BS ist Glutamyl-tRNAGlu ebenfalls von
Bedeutung fu¨r die plastida¨re Proteinsynthese. Das Enzym Glutamyl-tRNAGlu-Reduktase (GluTR)
setzt den Glutamyl-Rest der Glutamyl-tRNAGlu anschließend NADPH-abha¨ngig zu Glutamat-1-
semialdehyd (GSA) um (Ilag et al. 1994). Dieser Enzymschritt ist ratenlimitierend fu¨r die gesamte
TP-BS und wird durch eine Vielzahl von an der GluTR wirkenden Regulationsmechanismen kon-
trolliert (siehe Abschnitt 1.2.5): Neben der Bindung des inhibitorischen Faktors FLUORESCENT IN
BLUE LIGHT (FLU) bzw. des stimulatorischen GluTR-Bindeproteins (GBP) an die GluTR (Meskaus-
kiene et al. 2001; Czarnecki et al. 2011) unterliegt das Enzym einer proteolytischen Kontrolle durch
das Caseinolytische Protease (Clp)-System (Apitz et al. 2016) sowie der antiaggregatorisch wirken-
den Chaperonfunktion von cpSRP43 (Wang et al. 2018). Die GluTR interagiert zudem vermutlich
mit dem nachfolgenden Enzym, der Glutamat-1-semialdehyd-Aminotransferase (GSAT), die GSA
zu ALA umwandelt (Ilag et al. 1994; Moser et al. 2001). Die strikte Kontrolle der ALA-Biosynthese
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Abbildung 1.3: Tetrapyrrolbiosynthese ho¨herer Pflanzen und ihre Endprodukte. A, Strukturformeln der vier End-
produkte der Tetrapyrrolbiosynthese Chlorophyll a, Ha¨m b, Siroha¨m und Phytochromobilin (PΦB). B, Enzymschritte der
Tetrapyrrolbiosynthese ausgehend vom Glutamat bis zum Chlorophyll/Ha¨m bzw. PΦB. Die einzelnen Abschnitte der
Synthese sind farblich hinterlegt, die Abku¨rzungen der Enzyme bzw. der Zwischenprodukte sind im Fließtext erla¨utert.
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1.2.2 Synthese von Protoporphyrin IX
Der Synthese von ALA folgen Kondensationsreaktionen, infolge derer acht Moleku¨le ALA zu einem
heterozyklischen Moleku¨l umgesetzt werden. Zwei ALA-Moleku¨le werden zuna¨chst durch das
Enzym ALA-Dehydratase (ALAD) asymmetrisch zu Porphobilinogen (PBG) kondensiert (Kaczor
et al. 1994). Anschließend werden vier Moleku¨le PBG unter Abspaltung von vier Moleku¨len NH4+
von der PBG-Deaminase zu Hydroxymethylbilan (HMB) kondensiert (Williams et al. 1981), wel-
ches dann von der Uroporphyrinogen III Synthase (UROS) zu Uroporphyrinogen III (Urogen III)
zyklisiert wird (Tan et al. 2008). Urogen III wird zum Teil in den Siroha¨m-Syntheseweg abgezweigt.
Hierbei findet eine Modifikation der Seitengruppen und abschließende Insertion von Fe2+ durch
die Siroha¨m-Ferrochelatase statt (Tanaka et al. 2007). Die weitere Umsetzung von Urogen III in
Richtung Proto IX la¨uft u¨ber eine viermalige Decarboxylierung von Urogen III zu Coproporphy-
rinogen III (Copro III, katalysiert von der Urogen III-Decarboxylase, UROD, Mock et al. 1995),
eine oxidative Decarboxylierung von Copro III zu Protoporphyrinogen IX (Protogen IX) durch die
Copro III-Oxidase (CPO, Madsen et al. 1993) und die finale Oxidation von Protogen IX zu Proto IX
(Protogen IX-Oxidase, PPOX, Koch et al. 2004) ab.
1.2.3 Ha¨m-Synthese
Durch Insertion eines Fe2+-Ions in den Ring von Proto IX entsteht Protoha¨m (Ha¨m b). Dafu¨r
zusta¨ndig ist das Enzym Ferrochelatase (FeCh, Smith et al. 1994; Chow et al. 1998), welches
im Gegensatz zur Magnesium-Chelatase (MgCh, s.u.) nur eine Untereinheit besitzt und ohne
Cofaktoren auskommt. Mit diesem einzelnen Enzymschritt ist die Ha¨m-Synthese bereits abge-
schlossen. Ha¨m kann aber in einer oxidativen Ringo¨ffnung durch die Ha¨m-Oxygenase (HO) zu
Biliverdin IXα (Davis et al. 1999) und durch weitere Fd-abha¨ngige Reduktion zu PΦB umgesetzt
werden (PΦB-Synthase, Kohchi et al. 2001). Obwohl Einigkeit daru¨ber besteht, dass die Ha¨m-
Synthese grundsa¨tzlich im Plastiden abla¨uft, wurde u¨ber Mo¨glichkeit einer dualen Lokalisation
des FeCh 1-vermittelten terminalen Ha¨m-Synthese-Schrittes in Plastiden sowie Mitochondrien
kontrovers diskutiert.
1.2.4 Chlorophyll-Synthese
1.2.4.1 Von Protoporphyrin IX zum Protochlorophyllid
Ausgehend von Proto IX wird Chl u¨ber den sogenannten Magnesium-Zweig der TP-BS gebildet. Die-
ser beginnt analog zur Ha¨m-Synthese mit der Insertion eines Mg2+-Ions in den Ring von Proto IX.
Im Gegensatz zur FeCh ist die MgCh allerdings ein großer Multi-Untereinheiten-Enzymkomplex
bestehend aus einem jeweiligen Hexamer der Untereinheiten CHLD und CHLI sowie einer CHLH-
Untereinheit (Walker et al. 1997). Zudem beno¨tigt die Insertion des Mg2+-Ions Energie in Form
von ATP. Das Porphyrin-bindende (Verdecia et al. 2005) und mit der CHLH-Untereinheit intera-
gierende GENOME UNCOUPLED 4 (GUN4)-Protein (Larkin et al. 2003) hat einen stimulierenden
Effekt auf die MgCh-Aktivita¨t und unterliegt wie die gesamte MgCh einer komplexen Kontrolle
(Peter et al. 2009; Richter et al. 2016b). Eine stringente Regulation des Flusses von Proto IX
26
1.2 Tetrapyrrolbiosynthese
in den Ha¨m- bzw. Chl-Zweig ist von Bedeutung, um den unterschiedlichen Bedarf an beiden
Endprodukten im Licht bzw. in der Dunkelheit zu gewa¨hrleisten.
Als Resultat der MgCh-Reaktion entsteht Mg-Protoporphyrin IX (MgP). Die Mg-Proto IX Methyl-
transferase (MgMT oder CHLM) verestert im Folgenden eine der beiden Propionat-Seitengruppen
von MgP mit einer Methylgruppe, die vom Methylgruppen-Donor S-Adenosyl-L-Methionin (SAM)
stammt (Block et al. 2002). Es entsteht der Mg-Proto IX-Monomethylester (MgPMME), welcher
in einer oxidativen Zyklisierungsreaktion unter Einsatz von molekularem Sauerstoff zu Divinyl-
Protochlorophyllid a (DV-Pchlid) umgesetzt wird (MgPMME-Zyklase, MgCY, Tottey et al. (2003)).
Der nachfolgende Enzymschritt, die Reduktion von Pchlid zu Divinyl-Chlorophyllid a (DV-Chlid),
ist besonders kritisch, da er in Angiospermen nur im Licht ablaufen kann: Das Enzym, die licht-
abha¨ngige POR bedarf fu¨r die Katalyse der Absorption eines Photons durch das Substrat der
Reaktion (Aronsson et al. 2003; Heyes et al. 2005). Eine weitere, lichtunabha¨ngige Form der POR
(DPOR) findet man mit Ausnahme der Angiospermen in fast allen photosynthetischen Organismen,
was diesen die Synthese von Chl in der Dunkelheit ermo¨glicht (Fujita et al. 2000). Angiospermen
sind infolgedessen darauf angewiesen, den Fluss durch die TP-BS in der Dunkelheit stark zu
verringern, da sonst bei einsetzender Belichtung phototoxisch wirkendes Pchlid akkumulieren
wu¨rde, wie es z. B. in der flu-Mutante der Fall ist (Meskauskiene et al. 2001).
1.2.4.2 Die NADPH-Protochlorophyllid-Oxidoreduktase
In Arabidopsis existieren drei Isoformen von POR (PORA-C), welche differentiell reguliert sind und
unterschiedliche Funktionen besitzen: Wa¨hrend in etioliertem Gewebe mRNAs und große Mengen
an PORA und PORB-Proteinen nachgewiesen werden ko¨nnen, verschwindet die PORA-mRNA
sowie das PORA-Protein bei einsetzender Belichtung innerhalb weniger Stunden (Armstrong
et al. 1995). PORB wird als die hauptsa¨chliche Isoform in photosynthetisch aktivem Gewebe
angesehen, wobei die PORC-Expression grundsa¨tzlich bei Belichtung zunimmt und PORC wie
PORB in photosynthetisch aktivem Gewebe exprimiert wird (Oosawa et al. 2000). PORC kann die
PORB-Funktion ersetzen (Oosawa et al. 2000). Der Verlust von sowohl PORB als auch PORC fu¨hrt
konsequenterweise zum Absterben nach der Keimung (Frick et al. 2003). Gegenu¨ber PORB hat
PORC vermutlich besondere Bedeutung unter Starklicht-Bedingungen (Masuda et al. 2003).
Etioplasten, die Plastiden aus etioliertem Gewebe, enthalten große Mengen an Pchlid sowie PORA
und PORB-Proteinen. Diese sind zusammen mit Lipiden in einem hochgeordneten Netzwerk,
dem Prolamellarko¨rper (PLB), organisiert (Sundqvist et al. 1997; Franck et al. 2000; Selstam et al.
2007). In diesem bildet POR zusammen mit seinen Substraten Pchlid und NADPH einen terna¨ren
Komplex (Oliver et al. 1982). Teil des PLB ist auch das Light-harvesting like 3 (LIL3)-Protein
(Abschnitt 1.3.2.4), welches mit POR interagiert und wa¨hrend der Deetiolierung neu gebildetes
Chl bindet (Mork-Jansson et al. 2015b).
Aufgrund der Hydrophobizita¨t der spa¨teren Intermediate der TP-BS sind diese ab Proto IX inner-
halb der Thylakoidmembran lokalisiert (Tanaka et al. 2011). Entsprechend sind die spa¨ten Enzyme
der TP-BS ebenfalls an der Membran zu finden, wobei POR selbst keine Transmembranhelix (TMH)
besitzt, sondern stromal peripher mit der Membran assoziiert ist (Aronsson et al. 2001).
27
1 Einleitung
1.2.4.3 Synthese von Chlorophyll a und b
Die letzte Modifikation des Porphyrinrings ist die NADPH-abha¨ngige Reduktion der 8-Vinylgruppe
von DV-Chlid zur Ethylgruppe durch die Divinyl-Reduktase (DVR, Nakanishi et al. 2005). Da-
bei wird Monovinyl-Chlorophyllid a (MV-Chlid bzw. vereinfacht Chlid) gebildet. Obwohl die
Umsetzung von DV-Chlid zu Chlid mittlerweile als Hauptsyntheseweg angesehen wird (Nagata
et al. 2007; Tanaka et al. 2011), ist die umgekehrte Reihenfolge der DVR und POR-Aktivita¨ten,
d.h. die Reaktion von DV-Pchlid zu MV-Pchlid durch die DVR, gefolgt von der Umsetzung zu
MV-Chlid durch POR durchaus mo¨glich. In etioliertem Gewebe konnte entsprechend auch eine
Akkumulation von MV-Pchlid nachgewiesen werden (Nagata et al. 2007). Allerdings scheint die
Verarbeitung von DV-Chlid durch die DVR deutlich schneller abzulaufen als die von DV-Pchlid
(Wang et al. 2010).
In der Chl a-Synthese folgt als letzter Schritt die Veresterung von Chlid mit Phytol-Pyrophosphat
(Phytol-PP) durch die Chl-Synthase (CHLG oder CHS, Oster et al. 1997). Phytol-PP wird von der
Geranylgeranyl-Reduktase (CHLP oder GGR, Tanaka et al. 1999) bereitgestellt, und durch die
schrittweise Reduktion von insgesamt drei Doppelbindungen aus Geranylgeranyl-Pyrophosphat
(GGPP) gebildet. Hierbei ist beachtenswert, dass CHLG ebenfalls GGPP sowie die Zwischenpro-
dukte der CHLP-Reaktion DHGG-Pyrophosphat und THGG-Pyrophosphat als Substrate akzeptiert
(Oster et al. 1997). Die Stabilita¨t sowie vermutlich auch die Membranverankerung von CHLP
basiert auf der Interaktion zu LIL3 (Tanaka et al. 2010; Takahashi et al. 2014). Konsequenterweise
akkumuliert eine lil3.1/3.2-Doppelmutante infolge einer Destabilisierung von CHLP geranyliertes
Chl (ChlGG , Tanaka et al. 2010, siehe Abschnitt 1.3.2.4). Da Phytol-PP auch eine Vorstufe der
Tocopherol-Synthese ist, besitzen die entsprechenden Mutanten deutlich verringerte Tocopherol-
Gehalte.
Wie beschrieben beno¨tigen Pflanzen neben Chl a auch Chl b als Pigment in den Antennenkom-
plexen. Die Synthese von Chl b verla¨uft dabei im Wesentlichen u¨ber Chlid a, welches von der
Chlorophyllid a-Oxygenase (CAO) zu Chlid b oxidiert wird (Espineda et al. 1999). Anschließend
wird Chlid b von CHLG mit Phytol-PP zu Chl b verestert (Oster et al. 1997).
1.2.5 Regulationsmechanismen der Tetrapyrrolbiosynthese
Die TP-BS unterliegt einer vielschichtigen, komplexen Kontrolle, deren Ziel neben der ausbalancier-
ten Synthese der unterschiedlichen Endprodukte vor allem die Vermeidung einer unkontrollierten
Akkumulation von Zwischenprodukten ist. Diese sind wie das Endprodukt Chl zur Lichtab-
sorption in der Lage und ko¨nnen durch unspezifische Weitergabe der Anregungsenergie unter
anderem phototoxisch wirkende, reaktive Sauerstoffspezies bilden. Neben einer grundsa¨tzlichen
transkriptionalen Kontrolle – z. B. in Relation zum Entwicklungszustand und als Reaktion auf
Lichtperzeption sowie abiotische und biotische Stressfaktoren – existieren umfangreiche post-
translationale Regulationsmechanismen (Tanaka et al. 2011). Erwa¨hnenswert im Rahmen der
transkriptionalen Kontrolle ist, dass wie oben angedeutet fu¨r viele der TP-BS-Enzyme verschie-
dene Isoformen existieren (z. B. GluTR1/2, GSA1/2, CHLI1/2, PORA-C, FeCh1/2), deren Gene
differentiell reguliert exprimiert werden.
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Mechanismen der posttranslationalen Kontrolle bestehen unter anderem in der Bildung von
(stabilisierenden bzw. aktivierenden/inhibierenden) Proteinkomplexen, Reaktion auf den Re-
doxstatus durch die Reduktion mittels der plastidenlokalisierten Thioredoxine (Trx) und die
NADPH-abha¨ngige Thioredoxin Reduktase C (NTRC), der Phosphorylierung/Acetylierung (und
anderen posttranslationalen Proteinmodifikationen) sowie der proteolytischen Degradation (Tana-
ka et al. 2011; Brzezowski et al. 2015). Die Charakterisierung der posttranslationalen Regulation
der TP-BS ist bei weitem noch nicht abgeschlossen und wird laufend durch neue Erkenntnisse
erweitert. Deswegen folgt hier nur eine kurze U¨bersicht der wichtigsten Mechanismen.
1.2.5.1 Kontrolle der ALA-Biosynthese
Da wie oben dargelegt die ALA-Synthese ratenlimitierend fu¨r die TP-BS ist und in der Dunkelheit
abgeschaltet werden muss, um die Anreicherung von Pchlid zu verhindern, greift eine Vielzahl an
Mechanismen an diesem Schritt an. Insbesondere betrifft dies die Kontrolle der GluTR-Aktivita¨t:
Die GluTR kann u¨ber das FLU-Protein (Meskauskiene et al. 2001) vom Stroma an die Thylakoid-
membran transferiert und dadurch inaktiviert werden (Schmied et al. 2018). In der flu-Mutante
ist die GluTR daher fast vollsta¨ndig Stroma-lokalisiert, was zur Produktion großer Mengen an
Pchlid im Dunkeln und entsprechend großem oxidativem Stress bei Belichtung fu¨hrt (Schmied
et al. 2018). Eine differentielle Regulation der beiden GluTR-Isoformen dru¨ckt sich auch darin aus,
dass FLU nur GluTR1 nicht aber GluTR2 bindet (Meskauskiene et al. 2002). Die Inaktivierung der
GluTR durch FLU im Dunkeln beinhaltet die Bildung eines Inaktivierungskomplexes, dem neben
FLU und GluTR auch POR und CHL27 (eine Untereinheit der MgCY) angeho¨ren. Der Komplex
bindet vermutlich auch Pchlid (Kauss et al. 2012).
Das GBP interagiert ebenfalls mit der GluTR (Czarnecki et al. 2011) und besitzt mindestens
unter in vitro-Bedingungen einen stimulierenden Einfluss auf die Aktivita¨t der GluTR (Zhao et al.
2014). Es wird vermutet, dass u¨ber die Bindung an GBP und dessen Membranassoziation u¨ber
einen bislang unbekannten Bindungspartner eine kleine Menge an GluTR auch in der Dunkelheit
aktiv gehalten wird, um den fortlaufenden Bedarf an ALA fu¨r die Ha¨m-Synthese sicherzustellen
(Czarnecki et al. 2011; Apitz et al. 2016). GluTR konnte außerdem als Substrat des Clp-Protease-
Systems besta¨tigt werden, wobei GBP einen schu¨tzenden Einfluss auf den proteolytischen Abbau
der GluTR in Dunkelheit ausu¨bt (Nishimura et al. 2013; Apitz et al. 2016). Zudem konnte eine
Chaperonfunktion von cpSRP43 gegenu¨ber der GluTR nachgewiesen werden: Indem cpSRP43 den
N-terminalen Bereich der GluTR bindet, welcher zwei zur Aggregation neigende Peptidabschnitte
besitzt, wird eine Aggregation der GluTR verhindert (Wang et al. 2018).
1.2.5.2 Regulation u¨ber den Redoxstatus
Die lichtabha¨ngigen Elektronentransportprozesse der Photosynthese fu¨hren u.a. zur Bildung von
reduziertem Fd sowie von NADPH im Chloroplastenstroma (vgl. Abschnitt 1.1) und schaffen dort
somit eine reduzierende Umgebung. Gleichzeitig wird das Thylakoidlumen oxidiert (Buchanan
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et al. 2005; Kang et al. 2016). U¨ber die Fd-Trx-Reduktase kann reduziertes Trx gebildet werden, wel-
ches dann wiederum Reduktionsa¨quivalente auf Zielproteine u¨bertragen kann. Die verschiedenen
Trx-Varianten im Chloroplasten (u.a. Trx f, m, x und y) wirken auf eine Vielzahl von Zielproteinen
und molekularen Prozessen ein, wie den Kohlenstoffmetabolismuns, Proteinfaltung und -abbau
sowie auch die TP-BS (Lemaire et al. 2007). Interaktionen (und damit auch putative Regulationsme-
chanismen) des Trx-Systems mit Enzymen der TP-BS betreffen u.a. GluTR, GSAT, ALAD, PPOX und
MgCh (Brzezowski et al. 2015; Da et al. 2017). Ziel der Trx-Interaktion ist die reduktive O¨ffnung
von Disulfidbru¨cken, was in der Regel zu einer Aktivierung der Zielproteine fu¨hrt.
Neben dem Trx-System liegt auch NTRC in Chloroplasten vor (Serrato et al. 2004). NTRC nutzt
NADPH, um seine Protein-eigene Trx-Doma¨ne zu reduzieren. Anschließend ko¨nnen Zielproteine
reduziert werden. Durch die Nutzung von NADPH ist NTRC nicht direkt auf den Erhalt von
Elektronen aus der photosynthetischen Elektronentransportkette angewiesen. NTRC ist wie die
Trx-Proteine fu¨r eine Vielzahl an plastida¨ren Prozessen relevant, so z. B. fu¨r die Regulation der
Sta¨rkesynthese (Michalska et al. 2009). Interaktionen von NTRC mit Enzymen der TP-BS wurden
u.a. fu¨r GluTR und CHLM beschrieben (Richter et al. 2013), und in der ntrc-Mutante wurden
eine verringerte ALA-Syntheserate sowie eine niedrigere CHLM-Aktivita¨t beobachtet. Fu¨r CHLM
konnte gezeigt werden, dass das Erreichen der maximalen Enzymaktivita¨t die Reduktion einer
intramolekulare Disulfidbru¨cke voraussetzt (Richter et al. 2016a).
1.2.5.3 Kontrolle durch posttranslationale Modifikationen
Zu den Varianten posttranslationaler Modifikationen von Proteinen geho¨rt die Vera¨nderung von
Aminosa¨ureseitenketten durch Bindung funktioneller Gruppen bzw. kleiner Moleku¨le. In Chloro-
plasten wurde unter anderem Glykosylierung, N-Acetylierung, Methylierung, Nitrosylierung und
Phosphorylierung beschrieben (Lehtima¨ki et al. 2015), wobei die funktionelle Charakterisierung
dieser Modifikationen in vielen Fa¨llen noch am Anfang steht. Phosphorylierung, d.h. die reversible
U¨bertragung einer Phosphatgruppe auf Serin bzw. Threonin (oder auch Tyrosin, Aspartat bzw.
Histidin), ist dabei bisher am intensivsten analysiert und charakterisiert worden (Lehtima¨ki et al.
2015). Wichtige Ziele von Phosphorylierungen im Chloroplasten sind, soweit sie bisher beschrie-
ben wurden, die LHCII-Komplexe wa¨hrend des State Transition-Prozesses (d.h. der Migration
von LHCII von PSII zu PSI fu¨r eine ausbalancierte Verteilung der Anregungsenergie) sowie die
PSII-Untereinheiten D1, D2 und CP43 wa¨hrend des Reparaturzyklus von PSII (Allen et al. 1981;
Aro et al. 1993).
Hochdurchsatz-Screenings (Heazlewood et al. 2008, und weitere) ergaben fu¨r Enzyme der TP-BS
Phosphopeptide von PPOX1, CHLH, CHLI, GUN4 und PORB (Brzezowski et al. 2015). Fu¨r GUN4
konnte gezeigt werden, dass die phosphorylierte Variante einen verringerten stimulatorischen
Einfluss auf die MgCh-Aktivita¨t ausu¨bt und die Phosphorylierung von GUN4 somit vermutlich als
Mechanismus zur Herunterregulation des Flusses von Intermediaten durch den Chl-Zweig der




Die LHC-Proteinfamilie beinhaltet 1-Helix bis 4-Helix-Proteine (wobei die entsprechenden Helices
Transmembranhelices (TMHs) sind). Ein bis zwei der TMHs jedes Vertreters der LHC-Familie
besitzen ein konserviertes Chl-Bindemotiv (LHC-Motiv, siehe Abschnitt 1.3.4). Topologisch gese-
hen enthalten immer Helix 1 und 3 (wenn vorhanden) das LHC-Motiv (Abb. 1.4 A). Die fu¨r die
LHC-Proteinfamilie namensgebenden LHC (Light-harvesting complex)-Proteine (LHCPs) besitzen
drei TMHs, ebenso wie die Early-light inducible proteins (ELIPs). Der einzige 4-Helix-Vertreter ist die
S-Untereinheit von PSII (PsbS); die 2-Helix-Vetreter werden Stress-enhanced proteins (SEPs) genannt.
Weiterhin geho¨ren 1-Helix-Proteine, One-helix proteins (OHPs) zur LHC-Familie (Abb. 1.4 A). Diese
Diversita¨t in ho¨heren Pflanzen findet sich allerdings nicht in Cyanobakterien, welche ausschließ-
lich 1-Helix-Proteine, die High-light inducible proteins (Hlips oder Small CAB-like proteins, SCPs),
besitzen.
Es werden ferner verschiedene Untergruppen unterschieden (LHCA1-6, LHCB1-7, ELIP1-2, SEP1-
3 und OHP1-2), und jedes der Proteine der verschiedenen Untergruppen (wohl mit Ausnahme von
PsbS) kann grundsa¨tzlich durch mehrere Gene codiert werden (ELIPs, SEP1-2, OHPs) bzw. wird
dies auch regelma¨ßig (LHCPs, SEP3) (Klimmek et al. 2006). Dabei ist Arabidopsis mit insgesamt
vermutlich 32 Genen (7x LHCA, 16x LHCB, 1x PsbS, 1x ELIP1, 1x ELIP2, 1x SEP1, 1x SEP2,
2x SEP3/LIL3, 1x OHP1 und 1x OHP2) im Gegensatz zu anderen ho¨heren Pflanzen wie Populus spp.
(mit derzeit 39 bekannten Genen) vergleichsweise sparsam ausgestattet (Klimmek et al. 2006).
Eine detaillierte phylogenetische Analyse von Prima¨rstrukturen (d.h. Aminosa¨uresequenzen) und
Sekunda¨rstrukturen von Proteinen der LHC-Familie durch Engelken et al. (2010) fu¨hrte zu folgen-
dem Modell der Evolution: Die cyanobakteriellen Hlips sind der universale evolutiona¨re Vorla¨ufer,
von dem direkt der eukaryotische OHP1-Typ abstammt. Bereits im gemeinsamen Vorfahren der
Pflanzen entstand aus dem OHP1-Typ vermutlich eine Vielzahl an unterschiedlichen 2-Helix SEPs.
Die LHCPs und PsbS entwickelten sich dann aus unterschiedlichen SEPs (und nicht aus den Hlips
wie fru¨her vermutet) durch unabha¨ngige Genduplikationen (und Verlust einer Helix im Fall der
LHCPs). A¨hnliches gilt fu¨r die ELIPs, welche nach diesem Modell weder die Vorfahren der LHCPs
noch von PsbS darstellen. Der OHP2-Typ entwickelte sich nach Engelken et al. (2010) entweder
aus OHP1 oder ebenfalls aus einem weiteren SEP-Typ.
1.3.1 LHC-Proteine (LHCPs)
Die LHCPs bilden die Haupt- und Nebenantennen der Photosysteme (major/minor antennae),
welche an die Reaktionszentren der Photosysteme gekoppelt sind. Arabidopsis besitzt sechs LHCA-
und sieben LHCB-Proteintypen, wobei LHCA-Proteine grundsa¨tzlich mit PSI assoziiert sind,
wa¨hrend die LHCB-Proteine die PSII-Antenne bilden. (Hierbei sollte angemerkt werden, dass z.T.
mehrere Gene eine einzige LHC-Proteinvariante codieren. So liegen z. B. in Arabidopsis 5 Gene
fu¨r LHCB1 vor.) Verschieden stark an PSII gebundene Homo- und Heterotrimere von LHCB1-3
(stark/mittel/locker gebunden, S/M/L) bilden die Hauptantennen von PSII (LHCII), monomere
LHCB4-6-Proteine (bzw. CP29/26/24) die Nebenantennen (Boekema et al. 1999) (Abb. 1.4 B).
Am PSI dagegen sind die monomeren LHCA1-4-Proteine in der Anordnung LHCA1-4-2-3 ange-
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Abbildung 1.4: Die Proteine der LHC-Familie und die Antennensysteme der Photosysteme. A, Topologien der ver-
schiedenen Vertreter der LHC-Familie. Die Zahlen geben die Nummerierung der Helices an. Helix 1 & 3 der LHCPs,
ELIPs und von PsbS enthalten das charakteristische LHC-Motiv, zudem Helix 1 der SEPs und die einzige Helix der
OHPs (in gru¨n gekennzeichnet). B, Aufbau der Haupt- und Nebenantennen von PSII. S, M und L bezeichnen die
unterschiedlich stark gebundenen Hauptantennen von PSII (LHCII). Die Zahlen 24, 26, und 29 repra¨sentieren die
monomeren Nebenantennen-Proteine CP24/26/29. Die Reaktionszentren sind mit RCII bezeichnet. Die Position der
L-Trimere ist variabel. C, Anordnung der Antennen von PSI. Die Zahlen 1-4 bezeichnen die LHCA1-4-Proteine. LHCII- PO
markiert ein phosphoryliertes Trimer, das im Rahmen der State Transition an PSI gebunden hat.
State Transition-Prozesses zusa¨tzlich an der zu LHCI gegenu¨berliegenden Seite von PSI andocken
(Abb. 1.4 C). LHCA5 und 6 sind an der Interaktion von PSI mit dem NDH-Komplex beteiligt, und
damit fu¨r den Aufbau des PSI-NDH-Superkomplexes relevant (Peng et al. 2009).
Die LHCPs binden Chl a und b sowie Carotinoide/Xanthophylle in verschiedenen Sto¨chiometrien
(siehe Abschnitt 1.3.4). Durch die Bindung dieser zusa¨tzlichen Pigmente mit anderen Absorptions-
eigenschaften im Vergleich zum ausschließlichen Chl a der Reaktionszentren wird ein gro¨ßerer
spektraler Bereich abgedeckt. Dies begu¨nstigt die LHCPs in ihrer Funktion als Lichtsammelproteine
fu¨r PSI und PSII. Neben dieser Antennenfunktion besitzen die LHCPs noch weitere Eigenschaften:
Die Bindung insbesondere der Xanthophylle ist Teil des Schutzmechanismus’ von PSII, dem NPQ.
NPQ ist ein multifaktorieller Prozess, wobei die Energie-abha¨ngige Komponente (qE) auf der
Dissipation von u¨berschu¨ssiger Anregungsenergie mittels LHCP-gebundener Zeaxanthin-Moleku¨le
beruht. Die Funktion von PsbS (s.u.) geho¨rt ebenfalls zum qE-Anteil des NPQ. Durch die Migration
von phosphorylierten LHCII-Komplexen von PSII zu PSI kann die durch Lichtabsorption erzeugte
Anregungsenergie zwischen beiden Photosystemen ausbalanciert werden (State Transition). Die
dadurch bedingte Verkleinerung der PSII-Antenne und die gleichzeitige Vergro¨ßerung der PSI-
Antenne erho¨hen den Elektronenfluss durch PSI relativ zu dem des PSII, was zu einer Entlastung
(d.h. einer verringerten Reduktion) des Plastochinonpools fu¨hrt, und damit zum Schutz des PSII
vor Photooxidation beitra¨gt. State Transition wird auch als qT-Anteil des NPQ bezeichnet. Zuletzt
ist die Interaktion von LHCPs innerhalb der Membran, aber auch zwischen den Membranschichten
der Grana-Stapel fu¨r die Organisation der Thylakoidmembran von Bedeutung (Bu¨chel 2015).
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Strukturell zeichnen sich die LHCPs durch den Besitz von drei TMHs aus, wovon Helix 1 und 3
das charakteristische LHC-Motiv aufweisen. Die beiden Helices sind X-fo¨rmig in der Membran
angeordnet, wobei diese Struktur durch interagierende Aminosa¨uren beider Helices stabilisiert
wird (Ku¨hlbrandt et al. 1994). Um diese beiden Helices sowie im Raum zwischen Helix 2 und den
Helices 1 & 3 sind die Pigmente gebunden (Ku¨hlbrandt et al. 1994; Liu et al. 2004).
1.3.2 PsbS und die LIL-Proteine
Neben den LHCPs umfasst die LHC-Proteinfamilie noch das PsbS-Protein sowie die Light-harvesting
like (LIL)-Proteine, zu denen die ELIPs, SEPs und OHPs geho¨ren.
1.3.2.1 PsbS
PsbS unterscheidet sich von den anderen Proteinen der LHC-Familie, da es der einzige Vertreter
mit vier TMHs ist (Abb. 1.4 A). Davon enthalten Helix 1 und 3 das charakteristische LHC-Motiv,
und wichtige Aminosa¨uren wie das Glutamat und Arginin im Chl-Bindemotiv (ExxxxR, s.u.)
sind wie in allen anderen Vertretern konserviert (Engelken et al. 2010). PsbS bedarf jedoch zur
Stabilisierung im Gegenteil zu den LHCPs nicht der Bindung von Pigmenten (Wilk et al. 2013), und
die in den LHCPs an der Chl-Bindung beteiligten, konservierten Glutamat-Reste in Helix 1 und 3
ko¨nnen aufgrund sterischer Hinderung durch Helix 2 und 4 keine Interaktion zu Chl-Moleku¨len
aufnehmen (Fan et al. 2015): Im Gegensatz zu den LHCPs sind die Helices im PsbS-Protein sa¨mtlich
dicht gepackt und lassen keinen Raum fu¨r die proteininterne Assemblierung von Pigmenten (Fan
et al. 2015).
Im Rahmen des qE-Anteils des NPQ funktioniert PsbS als pH-Sensor im Thylakoidlumen (Li
et al. 2000). Die Protonierung zweier Glutamatreste (122 und 226 in AtPsbS) fu¨hrt zu einer
Konformationsa¨nderung von PsbS und dadurch zur Aktivierung von qE (Li et al. 2004). PsbS ist
daher essentiell fu¨r eine schnelle und effektive Aktivierung von qE, obgleich auch psbs-Mutanten
(npq4) nicht durch vo¨llige Abwesenheit von photoprotektiver Energiedissipation gekennzeichnet
sind (Johnson et al. 2010). Der eigentliche Ort von qE sind nach Aktivierung durch PsbS die
LHCII-Komplexe (Fan et al. 2015), was mit einer bevorzugten Interaktion von PsbS mit LHCII im
Licht korreliert (Correa-Galvis et al. 2016).
1.3.2.2 ELIPs
Die ELIPs (je eine ELIP1- und ELIP2-Variante in Arabidopsis) besitzen die gleiche Membrantopologie
wie die LHCPs, d.h. es handelt sich ebenfalls um 3-Helix-Proteine, bei denen Helix 1 und 3 das
Chl-Bindemotiv einschließlich der konservierten Aminosa¨uren (ExxNxR) aufweisen (Heddad et al.
2000; Engelken et al. 2010) (Abb. 1.4 A). ELIPs binden vermutlich Pigmente: Aus P. sativum
nativ aufgereinigte ELIPs enthielten Chl a und Lutein, und eine in-vitro-Integration von ELIPs in




Die ELIP-Transkripte sowie Proteine sind unter Normal- bzw. Schwachlicht-Bedingungen nicht
detektierbar, die Expression nimmt aber im Starklicht in Abha¨ngigkeit der Lichtsta¨rke zu (Heddad
et al. 2000; Casazza et al. 2005). Die ELIP1-Induktion erfolgt bereits bei geringeren Lichtsta¨rken als
die des ELIP2-Gens, zudem gibt es temperaturbedingte Unterschiede in der Expression: Bei 22◦C
im Starklicht akkumuliert im Wesentlichen ELIP1, wa¨hrend bei 4◦C auch ELIP2 angereichert wird
(Casazza et al. 2005). Nicht immer korrelieren dabei die Transkript- mit den Proteinmengen, da
z. B. beide ELIP-Transkripte bei 4◦C konstitutiv exprimiert werden, wa¨hrend die entsprechenden
Proteine erst bei erho¨hter Lichtsta¨rke und in quantitativer Abha¨ngigkeit derselben akkumulieren
(Casazza et al. 2005). Die Transkripte und Proteine sind grundsa¨tzlich wa¨hrend der Deetiolierung
detektierbar, verschwinden aber bereits 24h nach Beginn der Belichtung wieder (Casazza et al.
2005). Nach Beendigung eines vorausgegangenen Lichtstresses kann ein Ru¨ckgang der Expression
beobachtet werden (Adamska et al. 1992).
Die Beobachtungen fu¨hrten zur Vermutung, dass die ELIPs besonders unter photoinhibitorischen
Lichtbedingungen von Wichtigkeit sein ko¨nnten, z. B. zur Bindung von wa¨hrend der PSII-Reparatur
freigesetzten Chl-Moleku¨len (Hutin et al. 2003). Allerdings wies eine elip1/elip2-Doppelmutante
unter Lichtstress wenigstens in adulten Pflanzen keine erho¨hte Sensitivita¨t hinsichtlich Photooxi-
dation auf (Rossini et al. 2006). Eine mo¨gliche alternative Funktion von ELIP2 als Chl-Sensor
und Mediator der Chl-Biosynthese wurde infolge der Analyse von ELIP2-U¨berexpressionslinien
diskutiert, welche eine reduzierte ALA-Syntheserate und verringerte MgCh-Aktivita¨t zeigten
(Tzvetkova-Chevolleau et al. 2007).
1.3.2.3 SEP1/2
In Arabidopsis existieren insgesamt vier SEPs: SEP1 und 2 sowie die beiden SEP3-Isoformen, die
auch als LIL3.1 und LIL3.2 bezeichnet werden (s.u.). Die SEPs sind hinsichtlich ihrer Membran-
topologie 2-Helix-Proteine (Abb. 1.4 A), wobei Helix 1 das Chl-Bindemotiv beinhaltet, welches
im Fall von SEP1/2 nur teilweise die konservierten Aminosa¨uren entha¨lt (1D/2ExxxxR, die Zahlen
beziehen sich auf SEP1 bzw. 2) (Heddad et al. 2000; Engelken et al. 2010). Gegenu¨ber den ELIPs
werden SEP1 und SEP2 bereits unter Schwachlicht exprimiert, die Genexpression steigt aber ebenso
unter Starklicht an. Weiterhin reagiert die Expression positiv auf andere abiotische Stressfaktoren
wie UV-A und Ka¨ltestress (Heddad et al. 2000). Zur genauen Funktion von SEP1/2 ist weiter nichts
bekannt.
1.3.2.4 SEP3/LIL3
Die LIL3-Gene werden bereits in fru¨hen Entwicklungsstadien exprimiert und zeigen eine hohe
konstitutive Transkriptakkumulation in photosynthetisch aktivem Gewebe (Lohscheider et al.
2015). Auf Lichtstress reagiert vor allem LIL3.1, dabei ist aber erst bei sehr hohen Lichtsta¨rken
eine merkliche Zunahme von LIL3.1 nachweisbar. Die LIL3.2-Expression bliebt im Starklicht
weitestgehend konstant (Lohscheider et al. 2015). Beide Proteinlevel bleiben bei kurzzeitiger
Starklicht-Exposition zuna¨chst unvera¨ndert, LIL3.2 wird bei la¨ngerer Exposition destabilisiert
(Lohscheider et al. 2015).
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LIL3 akkumuliert wie POR in etioliertem Gewebe und bildet wa¨hrend der Deetiolierung Chl-
bindende, fluoreszierende Komplexe (Reisinger et al. 2008). Die Autoren schlugen deshalb eine
Chl-Speicher/Transferfunktion fu¨r LIL3 wa¨hrend der Deetiolierung vor (Reisinger et al. 2008). Es
konnte zudem gezeigt werden, dass beide LIL3-Isoformen aus Arabidopsis Heterodimere bilden
(Takahashi et al. 2014). Aufgrund von in in vitro-Interaktionsstudien bestimmten KD-Werten
wird vermutet, dass die Heterodimerisierung der Chl-Bindung vorausgeht (Mork-Jansson et al.
2015a). Eine in vitro-Rekonstitution war ausschließlich mit Chl a, nicht aber mit Chl b mo¨glich
(Mork-Jansson et al. 2018). Beide LIL3-Isoformen enthalten in ihrer Helix 1 gegenu¨ber SEP1/2
vollsta¨ndig die konservierten Aminosa¨uren (ExxNxR) (Engelken et al. 2010).
Neben der Heterodimerisierung beider Isoformen konnte die Interaktion von LIL3 zu POR, CHLG
und CHLP gezeigt werden (Tanaka et al. 2010; Mork-Jansson et al. 2015b), wobei sich die Interakti-
on zu CHLP als von besonderer Bedeutung herausstellte: Wa¨hrend lil3.1 bzw. lil3.2-Einzelmutanten
pha¨notypisch relativ unauffa¨llig sind, zeichnet sich eine lil3.1/lil3.2-Doppelmutante durch stark be-
eintra¨chtigtes Wachstum und vor allem eine ausschließliche Akkumulation von geranylierten Chl-
Spezies aus (Tanaka et al. 2010). Dies konnte auf eine Destabilisierung von CHLP zuru¨ckgefu¨hrt
werden, wobei die CHLP-Transkripte in der Doppelmutante WT-a¨hnlich waren (Tanaka et al.
2010). Die Untersuchung von LIL3 und CHLP in Thylakoidmembranen mittels BN-PAGE ließ
die Existenz eines hochmolekularen Komplexes beider Proteine vermuten. Da ein stabilisieren-
der Einfluss von LIL3 auf CHLP als Resultat einer Membranverankerung von CHLP postuliert
wurde, wurden Komplementationsexperimente mit CHLP als Fusionsprotein mit verschiedenen
Transmembrandoma¨nen (TM) durchgefu¨hrt (Takahashi et al. 2014): Es zeigte sich, dass sowohl die
Expression des Fusionsproteins CHLP-TMLIL3 als auch CHLP-TMAPX (TM der Ascorbatperoxidase,
APX) im lil3.1/lil3.2-Hintergrund eine partielle Komplementation des Mutantenpha¨notyps bewir-
ken konnte (Takahashi et al. 2014). Insofern scheint eine entscheidende Funktion von LIL3 in der
Stabilisierung von CHLP durch Membranverankerung zu bestehen.
Die Expression einer LIL3-Variante mit mutiertem Chl-Bindemotiv fu¨hrte nur zu einer partiellen
Komplementation (aber zu einer vollsta¨ndigen Komplementation bei starker U¨berakkumulation
des mutierten LIL3-Proteins) der lil3.1/lil3.2-Mutante (Takahashi et al. 2014). Hierbei wurden
zwei Aminosa¨uren aus dem Chl-Bindemotiv (ExxNxR) sowie ein am C-terminalen Ende der Helix 1
gelegenes Aspartat zu Alanin mutiert. Die Expression dieser LIL3-Variante fu¨hrte zur Dissoziation
der hochmolekularen LIL3-CHLP-Komplexe. Das Chl-Bindemotiv wurde daher als mo¨gliche
Interaktionsstelle zu CHLP postuliert. Zudem scheint eine Komplexbildung von CHLP mit LIL3
Voraussetzung fu¨r das Erreichen der optimalen CHLP-Aktivita¨t zu sein (Takahashi et al. 2014).
BN-PAGE-Analysen von Thylakoidmembranen zeigten eine Co-Migration beider LIL3-Isoformen
mit der Nebenantenne von PSII (insbesondere LHCB5/CP26). Allerdings waren LIL3.1/LIL3.2-
defiziente Pflanzen nicht in der photoprotektiven Energiedissipation beeintra¨chtigt (Lohschei-
der et al. 2015). Die getrennte U¨berexpression von LIL3.1 bzw. LIL3.2 fu¨hrte z.T. zu einer Co-
Suppression beider LIL3-Gene. Sowohl in Gewebeproben die eine LIL3-U¨berakkumulation auf-
wiesen, als auch in LIL3.1/LIL3.2-defizienten Blattsegmenten wurde eine Destabilisierung von




Wie bereits der Name andeutet, handelt es sich bei den OHPs um 1-Helix-Proteine, und damit
um die kleinsten Vertreter der LHC-Familie. In der Regel wird zu dieser Gruppe auch noch
der C-Terminus der FeCh 2-Isoform geza¨hlt, da dieser ebenfalls aus einer TMH mit dem Chl-
Bindemotiv besteht. Bei den OHPs lassen sich zwei Typen unterscheiden: Der OHP1-Typ a¨hnelt
den cyanobakteriellen Hlips (Engelken et al. 2010). Die Proteine des OHP2-Typs dagegen sind
im reifen Zustand knapp doppelt so groß wie die Proteine des OHP1-Typs und unterscheiden
sich vor allem durch einen Prolin-reichen Abschnitt am N-Terminus des reifen Proteins (eigene
Beobachtung, siehe Abb. 1.5 A, B). Beide Typen besitzen eine C-terminale TMH mit dem Chl-
Bindemotiv und enthalten darin die konservierten Aminosa¨uren (ExxNxR).
Fu¨r OHP1 wie OHP2 wurde in den urspru¨nglichen Vero¨ffentlichungen eine Zunahme der Ex-
pression im Starklicht beschrieben (Jansson et al. 2000; Andersson et al. 2003), wenigstens fu¨r
OHP2 wurde unter diesen Bedingungen auch eine starke Anreicherung des Proteins beobachtet.
Eine nachfolgende Analyse zeigte allerdings keine wesentliche Anreicherung der Transkripte im
Starklicht mehr (Beck et al. 2017) (was in der vorliegenden Arbeit auch besta¨tigt werden konnte,
s.u.). Beide OHP-Gene werden bereits in etioliertem Gewebe exprimiert und die Expression sowie
die Proteinlevel steigen bei der Deetiolierung an (Beck et al. 2017, eigene Beobachtung).
Eine Analyse von Thylakoidmembranen mittels BN-PAGE zeigte eine Co-Migration der OHPs mit
LHCII, wobei die relative Menge der mit LHCII co-migrierenden OHPs im Starklicht zunahm
(Galetskiy et al. 2011). Einschra¨nkend muss aber angemerkt werden, dass es sich bei dieser Studie
ausschließlich um massenspektrometrische Nachweise von z.T. nur einzelnen Peptiden handelte.
Fu¨r OHP2 wurde infolge von Co-Migrationsstudien solubilisierter Thylakoide in Saccharosegradi-
enten eine Assoziation zu PSI vermutet (Andersson et al. 2003), und eine beobachtete Anreicherung
von OHP2 in der LHCII-Fraktion im Starklicht mit an PSI-gebundenen LHCII-Trimeren im Rahmen
des State Transition in Verbindung gebracht (Galetskiy et al. 2011).
Eine detailliertere Analyse der ohp1 und ohp2 T-DNA-Mutanten zeigte dann aber eine Destabilisie-
rung von Kernuntereinheiten beider Photosysteme, wobei die Proteinmengen der untersuchten
LHCPs im Wesentlichen unvera¨ndert blieben (Ausnahmen waren verringerte Proteinlevel von
LHCA3/4 und LHCB3/6 in ohp1) (Beck et al. 2017; Li et al. 2018). Die homozygoten Nachkommen
sowohl der ohp1 als auch der ohp2-Mutante sind stark im Wachstum beeintra¨chtigt und nur auf
MS-Medium (idealerweise unter Zugabe von Saccharose) kultivierbar (Beck et al. 2017). Beim
Umsetzen auf Erde sterben diese Mutantenpflanzen ab, bei entsprechend langer Kultivierung auf
Medium gelangen sie zur Blu¨te und setzen Schoten an. Die darin enthaltenen Samen keimen jedoch
selbst auf Saccharose-enthaltendem Medium nicht aus (Myouga et al. 2018, eigene Beobachtung).
Die Analyse der Proteingehalte in den Mutanten zeigte weiterhin eine Destabilisierung der jeweils
anderen OHP-Variante trotz unvera¨nderter Transkriptmengen. Die U¨berexpression der jeweils
anderen Variante im Mutantenhintergrund fu¨hrte nicht zu einer Komplementation, weswegen
unterschiedliche Funktionen fu¨r beide Varianten vermutet wurden (Beck et al. 2017). Die im
Zeitraum dieser Promotionsarbeit erschienenen Arbeiten von Li et al. (2018) und Myouga et al.
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3 StOHP2  QGPFFGFIGKNEISNGRWAMFGFAVGMLTEYATGSDFVDQVKILLSNFGILDLE
4 CsOHP2  QGPFFGFIGKNEISNGRWAMFGFAVGLLTEYATGSNFVDQVKILLSNFGIIDLE
































































Abbildung 1.5: Aufbau der OHPs und Sequenzanalyse von OHP2. A, Doma¨nenstruktur der beiden AtOHPs. Der
Maßbalken enspricht 10 Aminosa¨uren (AS). TP, Transitpeptid; LHC, Transmembranhelix mit Chlorophyllbindemotiv;
ProRS, Prolin-reicher Abschnitt im OHP2-Protein; M/C, M- bzw. C-Teile des OHP2-Proteins. B, Sequenzanalyse von
OHP2-Proteinen. Farblich hinterlegt sind das putative Transitpeptid (TP), der Prolin-reiche Abschnitt (ProRS), der
mittlere Bereich des Proteins (M), sowie der C-Terminus (C); die Aminosa¨uren sind entsprechend ihrer Eigenschaften
farbcodiert. Die Transmembranhelix mit den konservierten Aminosa¨uren im Chlorophyllbindemotiv sowie das phos-
phorylierbare Serin 54 sind markiert. Die Zahlen beziehen sich auf das AtOHP2-Protein. Das Alignment wurde mit
Clustal Omega erstellt (Sievers et al. 2011), die Sequenzen sind wie folgt bei Uniprot annotiert: AtOHP2, Q9FEC1;
ZmOHP2, K7V6W2; StOHP2, M1CCH8; CsOHP2, A0A0A0KBA0; OsOHP2, Q0JLL8; MtOHP2, I3SQ77.
OHP1 mit HCF244, und postulierten ferner aufgrund von massenspektrometrischen Analysen
einen Proteinkomplex aus OHP1, OHP2, HCF244, HCF173 und HCF136, welcher eine Rolle in der
PSII-Synthese sowie im PSII-Reparaturzyklus spielen ko¨nnte.
1.3.3 Cyanobakterielle Hlips
In Synechocystis PCC6803 existieren als einzige Vertreter der LHC-Familie insgesamt fu¨nf Hlips/
SCPs (HliA-D, sowie der C-Terminus der FeCh). Von diesen sind die sich nur an neun Aminosa¨ure-
positionen unterscheidenden HliA/B-Proteine aufgrund ihres la¨ngeren N-Terminus’ die gro¨ßten
Vertreter, wa¨hrend das ku¨rzeste HliC-Protein fast nur die LHC-Helix, und das HliD-Protein die
LHC-Helix mit einem gegenu¨ber HliC etwas la¨ngeren und sequentiell abweichenden N-Terminus
umfasst (Abb. 1.6). HliC und HliD unterscheiden sich untereinander und von HliA/B deutlich, die
konservierten Aminosa¨uren im Chl-Bindemotiv (ExxNxR) sind aber in allen vier Proteinen sowie
im C-Terminus der FeCh vorhanden (Abb. 1.6). Alle Hlip-Gene reagieren positiv auf Starklicht,








Abbildung 1.6: Sequenzanalyse der Hlips HliA-D aus Synechocystis PCC 6803. Die Zahlen beziehen sich auf HliA.
Das Alignment wurde mit Clustal Omega erstellt, die Sequenzen sind wie folgt annotiert: HliA, ssl2542; HliB, ssr2595;
HliC, ssl1633; HliD, ssr1789.
Stunden Starklicht aber wieder destabilisiert werden (He et al. 2001). HliC reagiert im Gegensatz zu
HliD ebenfalls schnell auf Starklicht, die Transkripte beider Gene bleiben aber auch beim Transfer
vom Stark- ins Schwachlicht stabil (He et al. 2001).
Wa¨hrend der C-Terminus der cyanobakteriellen FeCh fu¨r die Dimerisierung des Proteins, jedoch
nicht fu¨r die katalytische Aktivita¨t von Bedeutung ist und vermutlich eine regulatorische Funktion
besitzt (Sobotka et al. 2011), existieren fu¨r die Hlips (auch im Gegensatz zu den OHPs) vielfa¨ltige
Funktionszuweisungen. Eine Assoziation der Hlips sowohl zu PSI (Wang et al. 2008) als auch
zu PSII (Promnares et al. 2006; Yao et al. 2007) wurde berichtet, wobei die Spezifita¨t der PSI-
Assoziation von Komenda et al. (2016) in Frage gestellt wurde. Die Hlips ko¨nnen gleichermaßen in
Abwesenheit von PSI akkumulieren, was eine Bindung an PSI, zumindest aber eine Stabilisierung
durch PSI-Bindung unwahrscheinlich macht (Funk et al. 1999). Von einem wichtigen Beitrag der
Hlips zur PSII-Synthese wird ausgegangen.
1.3.3.1 Hlips in der PSII-Synthese
Durch eine Vielzahl an Interaktionsstudien und Mutantenanalysen konnte eine extensive Beteili-
gung der Hlips an der PSII-Synthese beschrieben werden. Die PSII-Synthese in Cyanobakterien
ist durch die sequentielle Assemblierung von vier Assemblierungsmodulen (m) gekennzeich-
net, die jeweils um eine der Kernuntereinheiten aufgebaut sind und in der Reihenfolge D1m-
D2m-CP47m-CP43m zusammengefu¨gt werden (Komenda et al. 2012b; Komenda et al. 2016) (vgl.
Abschnitt 1.1.2.2). Ein HliC/HliD-Dimer interagiert bereits mit dem D1m-Komplex sowie mit
dem zum sogenannten RCII zusammengefu¨gten D1m-D2m-Komplex (Knoppova´ et al. 2014). Das
HliC/D-Dimer bindet den Faktor Ycf39 (vermutlich u¨ber HliD) sowie Chl a und β-Car. Der HliC/D-
Ycf39-Komplex schu¨tzt D1m und RCII durch photoprotektive Energiedissipation (Staleva et al.
2015). Außerdem ist ChlG u¨ber die Interaktion zu HliC/D Teil des HliC/D-Ycf39-Komplexes (Chid-
gey et al. 2014), was eine Chl-Transferfunktion von ChlG an D1 u¨ber das Hlip-Dimer vermuten
la¨sst (Knoppova´ et al. 2014). Die Autoren postulierten die parallele Existenz eines HliC/D-ChlG-
Komplexes mit anderem Pigmentgehalt im Vergleich zum HliC/D-Ycf39-Komplex. Die photopro-
tektive Funktion des Hlip-Dimers erstreckt sich ebenfalls auf ChlG (Niedzwiedzki et al. 2016).
Das CP47m-Modul, welches anschließend zum RCII-Komplex hinzugefu¨gt wird, wird durch ein
HliA/B-Dimer geschu¨tzt, und dieses bindet auch weiterhin an den sich bildenden RCII-CP47m-
Komplex (Boehm et al. 2012). Der HliC/D-Ycf39-ChlG-Komplex wird abgelo¨st und ist nicht mehr
Teil von RCII-CP47m (Komenda et al. 2016). CP43m wird im Gegensatz dazu vermutlich u¨ber die
Interaktion zum PSI und dadurch ausgeu¨btes Quenching vor u¨berschu¨ssiger Anregungsenergie
geschu¨tzt (Komenda et al. 2012a).
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1.3.3.2 Hlips und die Chlorophyllbiosynthese
Fru¨hzeitiger als bei den im letzten Absatz erwa¨hnten Arbeiten ergaben sich Hinweise auf eine
mo¨gliche Beteiligung der Hlips an der Regulation der TP-BS in Cyanobakterien aus der Analy-
se von PSI-defizienten Synechocystis-Sta¨mmen: Die zusa¨tzliche Deletion der DPOR-Untereinheit
ChlL (chlL–) sowie von HliD im PSI-defizienten Hintergrund fu¨hrte zu einer verringerten Pchlid-
Akkumulation in der Dunkelheit (Xu et al. 2002). Die Autoren postulierten eine Chl-Sensor-
Funktion fu¨r HliC und HliD, welche gema¨ß des Modells in ihrem Chl-freien Zustand eine stimu-
lierende Funktion auf fru¨he Schritte der TP-BS ausu¨ben sollen (Xu et al. 2002; Xu et al. 2004). Dies
wurde gestu¨tzt durch die Beobachtung, dass PSI-defiziente/chlL–-Sta¨mme mit einer zusa¨tzlichen
Deletion von HliC oder HliD eine verringerte Chl-Syntheserate beim Transfer von der Dunkelheit
ins Licht aufwiesen (Xu et al. 2004). Zudem zeigte ein PSI-defizienter/chlL–/Hlip–-Stamm (Deletion
aller fu¨nf Hlips) eine sehr langsame Chl-Biosyntheserate und setzte bevorzugt exogen appliziertes
(15N-markiertes) ALA zu Chl um (Yao et al. 2012). Die Autoren schra¨nkten in ihrer Schlussfolge-
rung allerdings selbst ein, dass die Verbindung zwischen den Hlips und der TP-BS indirekt sein
ko¨nnte. Neben diesem mo¨glichen Einfluss der Hlips auf die fru¨hen Schritte der Chl-Biosynthese
kann eine Interaktion zur cyanobakteriellen ChlG als besta¨tigt gelten. Diese Interaktion ist jedoch
nicht regulativer, sondern protektiver Natur (s.o.).
1.3.4 Chlorophyllbindung durch die Proteine der LHC-Familie
Wa¨hrend fu¨r die ELIPs, SEP3 und die Hlips lediglich eine grundsa¨tzliche Befa¨higung zur Bindung
von Pigmenten nachgewiesen werden konnte, existieren von den LHCPs bereits hochaufgelo¨ste
Kristallstrukturen, die Aufschluss u¨ber die Pigmentbindestellen und die an der Bindung beteiligten
Aminosa¨uren geben.
1.3.4.1 Pigmentbindung an LHCII
LHCII-Trimere (LHCB1-3) binden 8 Chl a-, 6 Chl b-, 2 Lutein-, 1 Neoxanthin- und 1 Viola-/
Zeaxanthin-Moleku¨l(e) pro Monomer (Liu et al. 2004), und LHCB4-6 unterscheiden sich in der
Anzahl der gebundenen Pigmente nur geringfu¨gig (LHCB4: 13 Chl, 3 Carotinoide (Pan et al.
2011); LHCB5: 9 Chl, 2,5 Carotinoide (Ahn et al. 2008); LHCB6: 10 Chl, 2 Carotinoide (Ahn
et al. 2008)). A¨hnliche Werte (10-12 Chl, 2-3 Carotinoide) gelten auch fu¨r die LHCAs (Croce et al.
2002). Bei der Chl-Bindung in LHCII werden die zentralen Mg-Atome der 14 Chl-Moleku¨le 7x von
Aminosa¨ureseitengruppen, 2x von Carbonylgruppen des Peptidru¨ckgrats, 4x von H2O-Moleku¨len
und 1x von einem Lipid komplexiert (Liu et al. 2004).
Von zentraler Bedeutung fu¨r die Chl-Bindung sind die X-fo¨rmig angeordneten Helices 1 und 3
(Ku¨hlbrandt et al. 1994), die alleine mindestens 5 Chl-Moleku¨le u¨ber Kontakt zu Aminosa¨ureseiten-
gruppen komplexieren, wobei ein kurzer Abschnitt konservierter Aminosa¨uren am Anfang des


















Abbildung 1.7: Chlorophyllbindung durch LHCII. A, Darstellung der Kristallstruktur eines LHCII-Monomers (Teil
eines LHCII-Trimers) aus Spinacia oleracea (Liu et al. 2004, PDB-Eintrag 1rwt). Die drei Transmembranhelices sind
farblich markiert (H1, H3 gru¨n; H2 dunkelgrau) und ausschließlich die vier von den konservierten Aminosa¨uren (rot
markiert, siehe Text) gebundenen Chl a-Moleku¨le sind gezeigt. Die Abbildung wurde mit PyMOL erstellt (Schro¨dinger
2015). B, Detailansicht der Chl-Bindung durch die konservierten Aminosa¨uren. Die rot markierten Aminosa¨uren
sind entsprechend ihrer Position in der Sequenz bezeichnet. Die gestrichelten Linien zeigen die Interaktionen der
Aminosa¨ureseitengruppen mit den zentralen Mg-Atomen der Chl a-Moleku¨le. C/D, Sequenzanalyse des Chl-Bindemotivs
der LHC-Familie aus Arabidopsis. Ein Alignment der Sequenzen wurde mittels der Software WebLogo (Crooks et al.
2004) auf Aminosa¨ureidentita¨t an den einzelnen Positionen untersucht. Dazu wurde einerseits Helix 3 der LHCPs (C)
bzw. Helix 3 (Helix 1 der OHPs und LIL3s) aller Proteine außer SEP1,2 herangezogen (D). E, Die im Text referenzierte
Umgebung um die beiden vollsta¨ndig konservierten Aminosa¨uren ExxxxR.
Dieser Abschnitt mit der Sequenz ExxN/HxR findet sich wie oben beschrieben fast in allen Protei-
nen der LHC-Familie, und zu den Aminosa¨uren E und R gibt es (mit Ausnahme von SEP1) keine
Alternativen an den entsprechenden Positionen (Abb. 1.7 C-E). Wa¨hrend sich in den LHCPs an
Position 4 des genannten Abschnitts ein N oder H befindet, enthalten die anderen Proteine dort
entweder ein konserviertes N (ELIPs, SEP3 und OHPs), ein konserviertes V (PsbS) oder die Position
ist nicht stark konserviert (SEP1,2).
Die vier in LHCII von diesem Sequenzbereich gebundenen Chl a-Moleku¨le werden jeweils von E
und N/H am Mg-Atom komplexiert, die R-Seitengruppen nehmen zusa¨tzlich noch Kontakt zu
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anderen Chl-Moleku¨len auf (Liu et al. 2004). Im Gegensatz zu den Chl-Moleku¨len hat keines der
von LHCII gebundenen Carotinoide direkten Kontakt zum Bindemotiv der Helices 1 oder 3. Von
Bedeutung ist weiterhin, dass die Chl a/b-Bindestellen nicht variabel sind, was vor allem durch die
chemische Umgebung von LHCII in der Na¨he von Position 7 des Tetrapyrrolrings (Methylgruppe
bei Chl a, Formylgruppe bei Chl b) verursacht wird (Liu et al. 2004).
1.3.4.2 Pigmentbindung an Hlips
Neben des Kristallstruktur-Nachweises der Chl-Bindung der LHCPs liegen fu¨r die ELIPs und LIL3s
wenigstens in vitro-Daten vor, die eine Pigmentbindung vermuten lassen (s.o.), auch wenn die
exakte Natur (Anzahl und Lokalisation der Bindestellen) dieser Bindung unklar ist. Die Aufreini-
gung von cyanobakteriellen Hlips dagegen, entweder direkt oder als Teil von gro¨ßeren Komplexen
u¨ber getaggte Bindungspartner, ermo¨glichte Schlussfolgerungen u¨ber die Zahl und Identita¨t der
gebundenen Pigmente: U¨ber His-getaggtes Ycf39 konnte ein gebundenes HliD-Dimer (bzw. HliC/D-
Dimer) co-pra¨zipitiert werden, welches Chl a und β-Car enthielt (Knoppova´ et al. 2014). Na¨here
Analysen zeigten ein 3:1-Verha¨ltnis von Chl a zu β-Car, genauer wurden 6 Chl a und 2 β-Car-
Moleku¨le pro Dimer nachgewiesen (Staleva et al. 2015). Davon war eines der β-Car-Moleku¨le
entlang seiner La¨ngsachse verdreht und lag dadurch in einer permanenten Energie-dissipierenden
Konformation vor (Staleva et al. 2015; Llansola-Portoles et al. 2017). Die Aufreinigung eines
HliC/D-Dimers u¨ber His-getaggtes ChlG dagegen ergab einen Komplex, der Chl a und neben
β-Car auch Zeaxanthin und Myxoxanthophyll enthielt (Chidgey et al. 2014; Niedzwiedzki et al.
2016) (Chl a zu Carotinoiden dabei im ungewo¨hnlichen Verha¨ltnis 1:1), wobei Zeaxanthin und
Myxoxanthophyll vermutlich an der Kontaktstelle zwischen ChlG und den Hlips lokalisiert sind
(Niedzwiedzki et al. 2016). Auch in diesem Komplex fungiert ein β-Car-Moleku¨l als Energie-
Quencher (Niedzwiedzki et al. 2016).
Neben der mehrfach besta¨tigten Chl-Bindeeigenschaft von HliD bzw. des HliC/D-Dimers konnte
auch fu¨r ein HliC eine Pigmentbindung nachgewiesen werden: Die Aufreinigung von HliC aus
einem HliD-defizienten Stamm ergab das Vorliegen eines HliC-Homo-Dimers (bzw. von HliC-
Homo-Oligomeren) mit einem 2:1-Verha¨ltnis an gebundenen Chl a zu β-Car-Moleku¨len (Shukla
et al. 2018). Ein HliC-Dimer enthielt vermutlich 4 Chl a- und 2 β-Car-Moleku¨le.
Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Pigmentbindung immer mindestens ein
LHC-Helix-Paar (in Form eines Hlip- oder LIL3-Dimers, bzw. intramolekular durch Assoziation
von Helix 1 und 3 bei den LHCPs und ELIPs) voraussetzt.
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1.4 Zielstellung der Arbeit
Eine normale Pflanzenentwicklung setzt das Vorhandensein bestimmter Proteine der LHC-Familie
zwingend voraus: Insbesondere ein Verlust beider LIL3-Isoformen (lil3.1/lil3.2) sowie von OHP1
(ohp1) bzw. OHP1 und OHP2 zusammen (ohp2) fu¨hrt zu drastischen Entwicklungssto¨rungen, die
vermutlich auf eine beeintra¨chtigte Chloroplastenentwicklung bzw. eine gesto¨rte Assemblierung
der Photosysteme zuru¨ckgefu¨hrt werden ko¨nnen. Ziel dieser Arbeit war daher die Analyse und
eingehende Charakterisierung der physiologischen Konsequenzen eines Verlustes von LIL3 bzw. der
OHPs, sowie eine Funktionsbeschreibung dieser beiden Vertreter der LHC-Familie in Bezug auf ihre
Relation zur Chlorophyllbiosynthese sowie zur Biogenese der Komplexe der Thylakoidmembran.
Im Einzelnen waren folgende Punkte von besonderem Interesse:
• Aufgrund der mindestens teilweise funktionellen Redundanz von LIL3.1 und LIL3.2 sollten
die Konsequenzen eines gleichzeitigen Verlustes beider Proteine na¨her charakterisiert werden.
Hierbei wurde der Schwerpunkt auf den Einfluss von LIL3 auf die Enzyme der TP-BS gelegt.
• In Anbetracht des zu Beginn dieser Arbeit geringen Kenntnisstands bezu¨glich der physiologi-
schen und biochemischen Konsequenzen eines Verlusts von OHP1 und OHP2 sollten diese
zuna¨chst umfassend charakterisiert werden. Hierbei wurden sowohl Effekte in Bezug auf die
TP-BS, als auch auf die Thylakoidmembranbiogenese bzw. Assemblierung der Photosysteme
untersucht.
• Nachdem anfa¨ngliche Experimente die Bildung eines OHP1-OHP2-HCF244-Komplexes na-
helegten, galt der funktionellen Charakterisierung der Einzelkomponenten dieses Komplexes
besonderes Augenmerk. Sowohl die detaillierte Funktionsbeschreibung der Proteine und ihr
Zusammenspiel in der PSII-Biogenese, als auch eine kleinteiligere funktionelle Untersuchung
einzelner Peptidabschnitte bzw. Aminosa¨uren der einzelnen Proteine waren Gegenstand der
Untersuchung.
• Wa¨hrend das Wissen zur Chl-Bindung der LHCPs bereits sehr umfa¨nglich war, waren in
Bezug auf LIL3 nur Daten hinsichtlich einer generellen Befa¨higung zur Chl-Bindung, und
fu¨r OHP1/2 schließlich u¨berhaupt keine Hinweise verfu¨gbar. Aufgrund der Verbindung von
LIL3 zur TP-BS war die Untersuchung der Bindungsfa¨higkeit von Intermediaten der TP-BS
von Interesse. In Bezug auf OHP1/2 dagegen sollte die generelle Bindung von Pigmenten
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2.1 Publikation I: LIL3, a Light-Harvesting Complex Protein, Links Terpenoid and
Tetrapyrrole Biosynthesis in Arabidopsis thaliana
Beitrag
An dieser Publikation war ich in folgendem Umfang beteiligt:
• Sa¨mtliche Experimente zu den Abbildungen 3, 4 und 7 (d.h. die Experimente betreffend
die VIGS-LIL3.1/3.2-Linien) wurden von mir durchgefu¨hrt. Weiterhin habe ich erga¨nzende
Daten zu den in den Abb. 2 gezeigten Experimenten beigetragen. Im Einzelnen waren dies:
Abb. 2A komplett, sowie erga¨nzende Western Blots zu Abb. 2B.
• Die Daten zu den in Abb. 8 gezeigten Experimenten wurden von Jakob Mu¨ller im Rahmen
seines Projektmodules in der AG Grimm unter meiner Betreuung gesammelt.
• Zusa¨tzlich zu der Durchfu¨hrung und Auswertung der o.g. Experimente habe ich die Zu-
sammenstellung sa¨mtlicher im Manuskript enthaltenen Abbildungen aus den Rohdaten
u¨bernommen. Dies schließt die Erstellung der Abbildungen 1 und 9 mit ein.
Abstract
The LIL3 protein of Arabidopsis (Arabidopsis thaliana) belongs to the light-harvesting complex
(LHC) protein family, which also includes the light-harvesting chlorophyll-binding proteins of
photosystems I and II, the early-light-inducible proteins, PsbS involved in nonphotochemical
quenching, and the one-helix proteins and their cyanobacterial homologs designated high-light-
inducible proteins. Each member of this family is characterized by one or two LHC transmembrane
domains (referred to as the LHC motif) to which potential functions such as chlorophyll binding,
protein interaction, and integration of interacting partners into the plastid membranes have been
attributed. Initially, LIL3 was shown to interact with geranylgeranyl reductase (CHLP), an enzyme
of terpene biosynthesis that supplies the hydrocarbon chain for chlorophyll and tocopherol. Here,
we show another function of LIL3 for the stability of protochlorophyllide oxidoreductase (POR).
Multiple protein-protein interaction analyses suggest the direct physical interaction of LIL3 with
POR but not with chlorophyll synthase. Consistently, LIL3-deficient plants exhibit substantial loss
of POR as well as CHLP, which is not due to defective transcription of the POR and CHLP genes but
to the posttranslational modification of their protein products. Interestingly, in vitro biochemical
analyses provide novel evidence that LIL3 shows high binding affinity to protochlorophyllide, the
substrate of POR. Taken together, this study suggests a critical role for LIL3 in the organization of
later steps in chlorophyll biosynthesis. We suggest that LIL3 associates with POR and CHLP and
thus contributes to the supply of the two metabolites, chlorophyllide and phytyl pyrophosphate,
required for the final step in chlorophyll a synthesis.
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2.2 Publikation II: ONE-HELIX PROTEIN 2 (OHP2) is required for the stability of
OHP1 and assembly factor HCF244 and is functionally linked to PSII biogenesis
Beitrag
An dieser Publikation war ich in folgendem Umfang beteiligt:
• Sa¨mtliche Experimente wurden von mir durchgefu¨hrt und ausgewertet, sowie die Abbildun-
gen erstellt.
• Weiterhin habe ich die Erstfassung des Manuskripts geschrieben und war auch an der
weiteren Aus- und Umarbeitung des Manuskripts beteiligt.
Abstract
The members of the light-harvesting-complex protein (LHCP) family, which include the one-
helix proteins (OHPs), are characterized by one to four membrane-spanning helices. These pro-
teins function in light absorption and energy dissipation, sensing light intensity, and triggering
photomorphogenesis or binding of chlorophyll and intermediates of chlorophyll biosynthesis.
Arabidopsis thaliana contains two OHPs, while four homologs (named high-light-induced pro-
teins, Hlips) exist in Synechocystis PCC6803. Various functions have been assigned to Hlips,
ranging from photoprotection and assembly of photosystem (PS) I and PSII to regulation of the
early steps of chlorophyll biosynthesis, but little is known about the function of the two plant
OHPs. Here, we show that the two Arabidopsis OHPs form heterodimers and that the stromal
part of OHP2 interacts with the plastid-localized PSII assembly factor HIGH CHLOROPHYLL
FLUORESCENCE 244 (HCF244). Moreover, concurrent accumulation of the two OHPs and HCF244
is critical for the stability of all three proteins. In particular, the absence of OHP2 leads to the
complete loss of OHP1 and HCF244. We used a virus-induced gene silencing approach to minimize
the expression of OHP1 or OHP2 in adult Arabidopsis plants and revealed that OHP2 is essential
for the accumulation of the PSII core subunits, while the other photosynthetic com-plexes and
the major LHCPs remained unaffected. We examined the potential functions of the OHP1-OHP2-
HCF244 complex in the assembly and/or repair of PSII and propose a role for this heterotrimeric
complex in thylakoid membrane biogenesis.
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2.3 Publikation III: Requirement of ONE-HELIX PROTEIN 1 (OHP1) in early
Arabidopsis seedling development and under high light intensity
Beitrag
An dieser Publikation war ich in folgendem Umfang beteiligt:
• Sa¨mtliche Experimente wurden von mir durchgefu¨hrt und ausgewertet, sowie die Abbildun-
gen erstellt.
• Weiterhin habe ich die Erstfassung des Manuskripts geschrieben und war auch an der
weiteren Aus- und Umarbeitung des Manuskripts beteiligt.
Abstract
Plant ONE-HELIX PROTEINS (OHPs) are part of the light-harvesting complex superfamily whose
members are involved in various processes related to sensing and capturing light as well as light
protection. We recently showed the requirement of a functional OHP1-OHP2 heterodimer for
efficient D1 synthesis. Interestingly, while the ohp1 knockout mutant showed a strong defect in
accumulation of the photosystem II and is hardly viable, virus-induced gene silencing of OHP1
had no detectable impact on plant growth and performance under standard growth conditions.
However, in vivo labeling assays with 35S-methionine indicate a reduced D1 synthesis rate. Here,
we show that VIGS-OHP1 plants are more susceptible towards elevated light intensities than
control plants. This underlines an obligatory function of OHP1 for light acclimation.
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3 Weiterfu¨hrende Ergebnisse
3.1 Posttranslationale Regulation der OHPs
3.1.1 Redoxkontrolle von OHP1
Wa¨hrend der Aufreinigung rekombinant exprimierter OHP1-Proteine fiel auf, dass meist nicht nur
eine Proteinbande bei dem erwarteten Molekulargewicht auftrat, sondern zusa¨tzlich eine Bande
bei in etwa dem Doppelten des Molekulargewichts zu sehen war. Es wurde vermutet, dass es zur
redoxabha¨ngigen Dimerisierung zweier OHP1-Moleku¨le kam. OHP1 verfu¨gt u¨ber ein einziges
Cystein im reifen Protein an Position 76, d.h. im Bereich der TMH. Dieses Cystein ist zudem
innerhalb der OHP1-Proteine verschiedener Pflanzenspezies konserviert (Abb. 3.1 A). Die Bildung
inter- bzw. intramolekularer Disulfidbru¨cken geho¨rt zu den posttranslationalen Regulationsmecha-
nismen (vgl. Abschnitt 3.1.1). Somit war es das Ziel, die mo¨gliche Redoxregulation von OHP1 zu
untersuchen.
3.1.1.1 In vitro-Redoxassay
Zur Untersuchung der Hypothese der Redoxkontrolle von OHP1 wurde rekombinantes OHP1-
Protein mit unterschiedlichen reduzierenden (DTT) und oxidierenden Reagenzien (H2O2 bzw.
CuCl2) inkubiert. Um die Bedeutung des Cysteins an Position 76 fu¨r die redoxabha¨ngige Dimerisie-
rung zu u¨berpru¨fen, wurde neben dem Wildtyp-Protein auch eine OHP1-Variante eingesetzt, bei
welcher das Cystein durch ein Alanin ersetzt wurde (C76A). Wa¨hrend das unbehandelte Protein als
Monomer und Dimer auftrat, konnten die Dimere durch Zugabe von DTT aufgelo¨st werden. Im Ge-
gensatz dazu verschoben die oxidierenden Reagenzien das Gleichgewicht vollsta¨ndig in Richtung
des Dimers (Abb. 3.1 B). Die OHP1-C76A-Variante lag dagegen in allen Ansa¨tzen ausschließlich
als Monomer vor.
3.1.1.2 Redoxassay mit Thylakoiden
Um zu u¨berpru¨fen, ob OHP1-Dimere auch in Pflanzenmaterial nachweisbar waren, bzw. ob das
membrangebundene OHP1 zwischen den beiden Redoxzusta¨nden umgeschaltet werden konnte,
wurden Thylakoide aus VIGS-GFP und VIGS-OHP1-Pflanzen extrahiert und ebenfalls mit reduzie-
renden (DTT) und oxidierenden Reagenzien (Diamid bzw. H2O2) inkubiert. Da der Nachweis der
Proteine hier durch Western Blot erfolgte, wurde VIGS-OHP1 als Negativkontrolle einbezogen.
Zusa¨tzlich zu der OHP1-Bande bei etwas unter 10 kDa waren sowohl in VIGS-GFP als auch in
VIGS-OHP1 unspezifische Banden bei 100 kDa und etwa 50 kDa sichtbar (Abb. 3.1 C). In der
unbehandelten Probe trat OHP1 ausschließlich als Monomer auf. Die Inkubation in Gegenwart von
Diamid fu¨hrte zu drei zusa¨tzlichen Banden bei etwa 80, 40 und 15 kDa, wa¨hrend die Zugabe von
H2O2 ohne Auswirkung blieb. Da die 40 kDa-Bande ebenfalls bei VIGS-OHP1 sichtbar war, ist sie
als unspezifische Kreuzreaktion des α-OHP1-Antiko¨rpers anzusehen. Demgegenu¨ber wurden die
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Abbildung 3.1: In vitro-Redoxversuche mit OHP1 und Sequenzanalyse von OHP1-Proteinen. A, Sequenzanalyse von
OHP1-Proteinen. Farblich hinterlegt sind das putative Transitpeptid (TP) sowie der C-Terminus (C); die Aminosa¨uren
sind entsprechend ihrer Eigenschaften farbcodiert. Die Transmembranhelix mit den konservierten Aminosa¨uren im
Chl-Bindemotiv sowie das konservierte Cystein sind markiert, die Zahlen beziehen sich auf das AtOHP1-Protein. Das
Alignment wurde mit Clustal Omega erstellt, die Sequenzen sind wie folgt bei Uniprot annotiert: AtOHP1, O81208;
ZmOHP1.1, B6T9F9; ZmOHP1.2, K7V916; StOHP1, M1AHJ7; HvOHP1, F2DNT2; OsOHP1.1, Q2QQX1; OsOHP1.2,
Q0DJF5; MtOHP1, A0A072TZM6. B, Redoxassay mit rekombinanten OHP1-Proteinen. Gleiche Mengen an OHP1-
WT und OHP1-C76A-Protein wurden in einer Lo¨sung der Konzentration 0,2µg/µl mit den angegebenen Reagenzien
versetzt und 45 Minuten bei Raumtemperatur in der Dunkelheit inkubiert. Anschließend wurden die Ansa¨tze mit
nichtreduzierendem Ladepuffer versetzt, elektrophoretisch aufgetrennt und die Proteine mit Coomassie gefa¨rbt. OHP1m
bezeichnet das Monomer und OHP1d das Dimer. C, Redoxassay mit Thylakoidmembranen aus VIGS-GFP und VIGS-
OHP1-Pflanzen. Thylakoidmembranen wurden in einer Lo¨sung der Konzentration 0,25µg/µl (Chl) mit den angegebenen
Reagenzien versetzt und 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden die Membranen pelletiert,
mit nichtreduzierendem Ladepuffer versetzt und elektrophoretisch aufgetrennt. Nach Western Blotting wurde die
Membran mit dem OHP1-Antiko¨rper inkubiert. Asteriske bezeichnen unspezifische Signale.
80 und 15 kDa-Banden nur in VIGS-GFP detektiert, repra¨sentieren also potentielle OHP1-Addukte.
Die Bande um 15 kDa entspricht in etwa der erwarteten Gro¨ße eines OHP1-Dimers, diejenige
bei 80 kDa ko¨nnte ein Reaktionsprodukt von OHP1 mit einem anderen interagierenden Protein
darstellen. Insgesamt ist die Menge der gebildeten Addukte im Vergleich zum OHP1-Gesamtgehalt
allerdings sehr gering. Zudem sind die Addukte nicht in der unbehandelten Probe zu sehen, treten
also zumindest in im Licht geernteten Blattmaterial unter Standardbedingungen nicht auf.
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Abbildung 3.2: Komplementation von ohp1 mit einer OHP1-C76A-Variante. A, Pha¨notyp vier Wochen alter Pflanzen
der Komplementationslinien. Die Pflanzen wurden auf Erde unter Kurztag-Bedingungen (8h Licht, 100 µmol Photo-
nen s−1 m−2) angezogen. B, Genotypisierungs-PCR zur Besta¨tigung der Homozygotie der untersuchten Komplementa-
tionslinien. C, Western Blot-Analyse der Komplementationslinien. Gesamtproteinextrakte wurden elektrophoretisch
aufgetrennt, geblottet und mit Antiko¨rpern inkubiert. Als Ladekontrolle ist die große Untereinheit von RubisCO (RbcL)
gezeigt. Die Zahlen unterhalb des OHP1-Blots geben die densitometrische Auswerung der Signalintensita¨ten, bezogen
auf das WT-Signal, wieder.
3.1.1.3 Komplementation von ohp1 mit einer OHP1-C76A-Variante
Um den Beitrag des redoxaktiven Cysteins 76 zur Funktion von OHP1 in planta zu untersuchen,
wurde die ohp1-Mutante mit einem OHP1-C76A-Konstrukt komplementiert. In diesem wird das
OHP1-Gen mit einem zu C76A-fu¨hrenden Basenaustausch unter dem nativen OHP1-Promotor
exprimiert. Als Kontrolle diente ein Wildtyp-Genkonstrukt (OHP1-WT), welches das WT-Gen
enthielt (ca. 1000bp upstream des Startcodons bis 500bp nach dem Stopcodon; das OHP1-C76A-
Konstrukt deckte den gleichen Teil des Gens ab.).
Sowohl die Pflanzen der OHP1-WT- als auch die der OHP1-C76A-Komplementationslinien mit
homozygotem ohp1-Hintergrund wiesen keinen pha¨notypischen Unterschied zum Wildtyp Col-0
auf (Abb. 3.2 A). Beide Konstrukte waren in der Lage, den Verlust des endogenen OHP1-Gens zu
kompensieren. Die Homozygotie hinsichtlich der OHP1-T-DNA-Insertion der untersuchten Linien
wurde mittels Genotypisierungs-PCR besta¨tigt (Abb. 3.2 B). Eine Analyse der OHP1-Proteingehalte
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ergab, dass die OHP1-WT-Komplementationslinien mit 80 bis 130% OHP1 im Vergleich zum WT
in etwa WT-OHP1-Level aufwiesen (Abb. 3.2 C). Die OHP1-C76A-Linien dagegen besaßen nur
etwa 50% des WT-OHP1-Gehalts. Trotzdem waren in allen Linien die Mengen an OHP2, sowie
an D1 (stellvertretend fu¨r PSII) und PsaL (PSI) unvera¨ndert. Unter Standardbedingungen ist das
Vorliegen des Cysteins 76 daher als nicht essentiell fu¨r die Funktion von OHP1 anzusehen. Dass
eine um 50% verringerte Akkumulation von OHP1 (wie in den OHP1-C76A-Linien beobachtet)
zu keiner makroskopischen pha¨notypischen Vera¨nderung der Pflanzen fu¨hrt, ko¨nnte auf eine
Toleranzgrenze im Verlust von OHP1 hindeuten. Andererseits kann nicht vo¨llig ausgeschlossen
werden, dass das Cystein als Epitop fu¨r den α-OHP1-Antiko¨rper dient, und dieser daher die
OHP1-C76A-Variante schlechter erkennt als das WT-Protein.
3.1.1.4 Redoxassay mit den OHP1-WT und OHP1-C76A-Komplementationslinien
Um besser abscha¨tzen zu ko¨nnen, welche Banden im in vitro-Redoxassay mit Thylakoiden tatsa¨ch-
lich von einer Disulfidbru¨ckenbildung von OHP1 mit anderen Proteinen stammten, wurde
zusa¨tzlich ein Redoxassay mit Thylakoiden aus den OHP1-WT und OHP1-C76A-Komplementa-
tionslinien durchgefu¨hrt (Abb. 3.3 A). A¨hnlich zum Redoxassay mit den VIGS-Linien (Abb. 3.1 C)
traten im WT und der OHP1-WT-Linie bei Inkubation mit Diamid im Vergleich zu den mit DTT
vollsta¨ndig reduzierten, monomeren OHP1-Proteinen zusa¨tzliche Banden auf: Einerseits war aus-
schließlich bei Behandlung mit Diamid eine (Doppel)-Bande bei etwa 15 kDa sichtbar, die von der
Gro¨ße her einem OHP1-Dimer entsprechen ko¨nnte. Diese erschien wie alle anderen zusa¨tzlichen
Banden nicht in der OHP1-C76A-Linie. Das OHP1-Signal in der OHP1-C76A-Linie entsprach
daher dem DTT-behandelten WT-Signal. Zusa¨tzlich zum vermeintlichen OHP1-Dimer waren in
den unbehandelten bzw. mit Diamid inkubierten WT- und OHP1-WT-Proben Signale bei etwa
30 kDa sowie eine Vielzahl hochmolekularer Banden sichtbar, die mo¨glichen OHP1-Addukten
entsprechen ko¨nnten. Dass die Bildung des vermeintlichen OHP1-Dimers nur bei Behandlung mit
Diamid, nicht aber in den unbehandelten Proben auftrat, la¨sst dessen physiologische Relevanz
generell unbedeutend erscheinen.
Schlussendlich war von Interesse, ob bzw. welche der im in vitro-Assay detektierbaren, ho¨hermole-
kularen OHP1-Addukte sich als Reaktion auf wechselnde Lichtbedingungen vera¨ndern wu¨rden.
Dazu wurden der WT und die Komplementationslinien unter Kurztagbedingungen angezogen und
anschließend 18h Starklicht (850µmol Photonen s−1 m−2) bzw. Dunkelheit ausgesetzt (Abb. 3.3 B,C).
Die elektrophoretische Auftrennung von WT-Gesamtproteinextrakten ohne DTT zeigte, dass unter
allen Lichtbedingungen das 30 kDa-Addukt sowie ein ho¨hermolekulares Addukt existierten
(Abb. 3.3 B). Bei Zugabe von DTT verschwanden die entsprechenden Banden. Unter keiner der
Bedingungen waren Signale der Gro¨ße eines OHP1-Dimers sichtbar.
Die Analyse von Gesamtproteinextrakten der Komplementationslinien unter den gleichen Licht-
bedingungen ergab fu¨r alle Bedingungen das exakt gleiche Muster an Banden (Abb. 3.3 C): Wie
beim WT lagen eine Adduktbande bei 30 kDa sowie zwei ho¨hermolekulare Banden vor, wobei
keine dieser Banden in den OHP1-C76A-Linien detektierbar war. Diese Befunde unterstu¨tzen die
Hypothese, dass diese Signale tatsa¨chlich von OHP1 stammen.
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Abbildung 3.3: Redoxassay mit den OHP1-WT und OHP1-C76A-Komplementationslinien und Analyse des Redox-
status von OHP1 in planta. A, In vitro-Redoxassay mit Thylakoidmembranen aus den Komplementationslinien. Thyla-
koidmembranen wurden in einer Lo¨sung der Konzentration 0,25µg/µl (Chl) mit den angegebenen Reagenzien versetzt
und 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden die Membranen pelletiert, mit nichtreduzie-
rendem Ladepuffer versetzt und elektrophoretisch aufgetrennt. Nach Western Blotting wurde die Membran mit dem
OHP1-Antiko¨rper inkubiert. Das OHP1-Monomer (OHP1m), das eventuelle OHP1-Dimer (OHP1d) sowie mo¨gliche
OHP1-Addukte sind gekennzeichnet. Als Ladekontrolle ist die den LHCPs entsprechende Bande gezeigt. B, Analyse des
Redoxstatus’ von OHP1 im WT bei unterschiedlichen Lichtbedingungen. Die Pflanzen wurden drei Wochen unter Kurz-
tagbedingungen (100µmol Photonen s−1 m−2, NL) angezogen, und dann 18h Starklicht (850µmol Photonen s−1 m−2,
HL) bzw. Dunkelheit (D) ausgesetzt. 30µg Gesamtprotein wurde mit nichtreduzierendem Ladepuffer (–DTT) bzw.
reduzierendem Ladepuffer (+DTT) versetzt und elektrophoretisch aufgetrennt. Nach Western Blotting wurde die Mem-
bran mit dem OHP1-Antiko¨rper inkubiert. Monomeres OHP1 (OHP1m) bzw. OHP1-Addukte sind gekennzeichnet.
Als Ladekontrolle ist die große Untereinheit der RuBisCO gezeigt. C, Analyse des Redoxstatus’ von OHP1 in den




3.1.2 Phosphorylierung von OHP2
Die Phosphorylierung ist eine verbreitete Form der posttranslationalen Kontrolle von Proteinakti-
vita¨ten (Johnson 2009). Die durch die Phosphatgruppe eingefu¨hrte negative Ladung kann z. B. zu
Konformationsa¨nderungen des Zielproteins fu¨hren oder die Bindung von Interaktionspartnern
beeintra¨chtigen. In der Datenbank PhosPhAt 4.0 (Heazlewood et al. 2008) war fu¨r OHP2 ein in
einem Hochdurchsatz-Screen experimentell nachgewiesenes Phosphopeptid verzeichnet (Sequenz:
52RP(pS)APPTLR60), welches die Phosphatgruppe am Serin 54 der Aminosa¨uresequenz enthielt. Zur
U¨berpru¨fung der Phosphorylierung von OHP2 allgemein und der potentiellen Phosphorylierungs-
stelle im Besonderen wurde ein Kinase-Assay mit rekombinantem OHP2-Protein durchgefu¨hrt
(Abb. 3.4). Dazu wurde rekombinant exprimiertes OHP2-Protein in Gegenwart von γ-32P-ATP mit
Chloroplastenextrakten bzw. einer Thylakoidmembransuspension inkubiert, und anschließend die
gebundene Radioaktivita¨t autoradiographisch bestimmt (nach Bellafiore et al. 2005).
Zur Evaluierung des Serins 54 als Phosphorylierungsstelle wurde neben dem Wildtyp-Protein (WT)
mit einer OHP2-Variante gearbeitet, in der das Serin durch ein Alanin – einer nicht-phosphorylier-
baren Aminosa¨ure – ersetzt wurde (S54A). Die Inkubation der Proteine mit γ-32P-ATP in Ab-
wesenheit von Pflanzenextrakten fu¨hrte nicht zu einem detektierbaren Radioaktivita¨tssignal,
weshalb eine Autophosphorylierung ausgeschlossen werden kann. Gleichzeitig besta¨tigte die Coo-
massiefa¨rbung des Gels den Einsatz gleicher Proteinmengen beider OHP2-Varianten, sodass die
beobachteten Intensita¨tsunterschiede direkt auf unterschiedliche Phosphorylierungseffizienzen
ru¨ckfu¨hrbar sind: OHP2-S54A zeigte ein deutlich schwa¨cheres Signal in der Autoradiographie
als OHP2-WT. Dies war sichtbar sowohl beim Einsatz von Chloroplastenextrakten als auch von
Thylakoidmembranen. Dass die Phosphorylierung bei der ausschließlichen Verwendung von Thy-
lakoidmembranen, d.h. in Abwesenheit der Stromafraktion, immer noch mo¨glich war, deutet auf
die Aktivita¨t einer membrangebundenen Kinase hin. Weiterhin fiel auf, dass das Phosphorylie-
rungssignal bei der Inkubation im Licht deutlich schwa¨cher war. Dies ist allerdings (wie in der
Coomassiefa¨rbung zu erkennen) auf verringerte Proteinmengen zuru¨ckzufu¨hren, da es zu einer
Degradation des rekombinanten Proteins im Licht in Gegenwart der Pflanzenextrakte kam.
Obwohl die OHP2-S54A-Variante ein deutlich schwa¨cheres autoradiographisches Signal im Gegen-
satz zu OHP2-WT zeigte, war die Phosphorylierung des Proteins nicht vollsta¨ndig unterbunden.
Wenn man eine unspezifische Phosphorylierung aufgrund der hohen Proteinmenge ausschließt, ist
eine mo¨gliche Erkla¨rung, dass das OHP2-Protein noch eine oder mehrere zusa¨tzliche Phosphory-
lierungsstellen besitzt, welche in bisherigen Hochdurchsatz-Analysen nicht detektiert wurden. Zur
Funktionsanalyse der Phosphorylierung mu¨ssten diese ebenfalls identifiziert und ausgetauscht
werden. Anschließend ko¨nnten entsprechende Komplementationskonstrukte Aufschluss u¨ber die
biologische Funktion der Phosphorylierungsstellen liefern.
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Abbildung 3.4: Phosphorylierungsassay mit rekombinantem OHP2-Protein. OHP2 wurde mit Chloroplasten- bzw.
Thylakoidmembranextrakten versetzt und anschließend in Gegenwart von 0,1µCi/µl γ-32P-ATP fu¨r 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert (Bellafiore et al. 2005). Jeder Ansatz wurde einmal in Dunkelheit (D) und einmal im
Licht (L, ca. 50 µE) gehalten. Nach Beendigung der Inkubation wurden die Ansa¨tze mit Ladepuffer versetzt und
elektrophoretisch aufgetrennt. Das Gel wurde mit Coomassie gefa¨rbt und die mit 32P markierten Proteine durch
Autoradiographie detektiert. Um eine Autophosphorylierung der Proteine auszuschließen, wurden diese mit γ-32P-ATP
aber ohne Zugabe von Pflanzenextrakten inkubiert. Die einzelnen Gelspuren sind entsprechend der Zusammensetzung




3.2 Verbindung der OHPs zur Chlorophyllbiosynthese
Die Abwesenheit von OHP1 und OHP2 (VIGS-OHP2) fu¨hrte zur Destabilisierung diverser Proteine
der Chl-Biosynthese (Hey et al. 2018a), die Abwesenheit von OHP1 alleine dagegen hatte (zumin-
dest in VIGS-OHP1) keinen Einfluss auf die Stabilita¨t der untersuchten Proteine. In VIGS-OHP2
war die beobachtete Destabilisierung von Chl-Biosyntheseenzymen vermutlich unspezifisch und
steht damit im Gegensatz zu den VIGS-LIL3.1/LIL3.2-Linien bzw. der lil3.1/lil3.2-Doppelmutante,
in welchen eine spezifische Destabilisierung von CHLP und POR beobachtet werden konnte
(Hey et al. 2017). Sowohl im Fall des Silencings von OHP2 (VIGS-OHP2) als auch beider LIL3-
Gene (VIGS-LIL3.1/LIL3.2) ging die Destabilisierung der TP-BS-Proteine mit einer reduzierten
ALA-Syntheserate einher (Hey et al. 2017; Hey et al. 2018a).
Von Interesse war daher, ob sich im Umkehrschluss die Proteingehalte von OHP1 und OHP2 in
Mutanten der Chl-Biosynthese, d.h. unter Bedingungen reduzierter Chl-Verfu¨gbarkeit, vera¨ndern
wu¨rden. Fu¨r LHCPs ist bekannt, dass sie unter diesen Bedingungen (z. B. in chlm und chl27)
destabilisiert werden (Tottey et al. 2003; Pontier et al. 2007). Die Analyse der Chl-defizienten
Mutanten gun4-3, gun5-1 (CHLH-Untereinheit der MgCh), chlm, chl27 (MgCY) und porb zeigte
jedoch mit Ausnahme von gun4-3 keine signifikante Vera¨nderung in den Gehalten von OHP1 und
OHP2 im Vergleich zum WT (Abb. 3.5 A). In gun4-3 war lediglich eine leichte Reduktion beider
Proteine zu beobachten. Die Akkumulation von OHP1 und OHP2 scheint daher im Wesentlichen
unabha¨ngig von der Chl-Verfu¨gbarkeit zu sein.
Weiterhin wurden die ohp-Mutanten auf 1/2-MS-Medium unter Zugabe von 100µM ALA angezogen.
Cyanobakterielle Hlip–-Mutanten sind durch eine beeintra¨chtigte ALA-Synthese gekennzeichnet
(Yao et al. 2012). Sollte die Versorgung mit ALA ein limitierender Faktor fu¨r die Entwicklung
der ohp-Mutanten sein, mu¨sste durch die Anzucht in Anwesenheit von ALA eine (partielle) Kom-
plementation des Pha¨notyps beobachtet werden ko¨nnen. Dies konnte im Fall der gun4-Mutante
tatsa¨chlich erreicht werden (Peter et al. 2009). Der Vergleich des Wachstums der mit und ohne ALA
angezogenen ohp-Mutanten zeigte jedoch nicht diesen Effekt (Abb. 3.5 B). Die Entwicklung von
ohp2 schien im Gegenteil noch weiter beeintra¨chtigt zu sein, mo¨glicherweise durch die Akkumula-
tion phototoxischer Intermediate. Zu beachten ist allerdings, dass die Mutanten (im Gegensatz zu
den weiter unten beschriebenen Experimenten) ohne Zugabe von Saccharose im Medium wuchsen.
Insbesondere der Pha¨notyp von ohp2 verschlimmerte sich im Vergleich zu den auf Saccharose
angezogenen Pflanzen.
LIL3 interagiert mit einer Vielzahl an Proteinen der TP-BS (Hey et al. 2017). Die Anwendung von
BiFC und Pulldown-Experimenten erbrachte dagegen keine Hinweise auf Interaktionen der OHPs
mit Enzymen der TP-BS (Daten nicht gezeigt). Eine Interaktion zu CHLG konnte wie beschrieben
ebenfalls nicht besta¨tigt werden (Hey et al. 2018a). Experimente mit Synechocystis-Proteinextrakten
belegten eine Hlip-ChlG-Interaktion, das pflanzliche CHLG-Protein interagierte aber nicht mit
den Hlips (Proctor et al. 2018). Wenn das OHP1-OHP2-Heterodimer tatsa¨chlich wie vermutet an
der Anlieferung von Chl fu¨r neu synthetisierte D1-Proteine zusta¨ndig ist, aber nicht direkt mit
CHLG interagiert, la¨sst sich die Frage stellen, woher die entsprechenden Chl-Moleku¨le stammen.
LIL3 wa¨re als mo¨gliche Quelle von Chl-Moleku¨len denkbar, da fu¨r LIL3 eine Transportfunktion
fu¨r Intermediate im Rahmen der TP-BS, aber auch fu¨r Chl postuliert wurde (Reisinger et al. 2008;
Hey et al. 2017).
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Abbildung 3.5: Untersuchung einer Verbindung der OHPs zur Chlorophyllbiosynthese. A, Western Blot-Analyse der
OHP-Proteine in Mutanten des Chl-Zweigs der TP-BS. Gesamtproteinextrakte wurden elektrophoretisch aufgetrennt,
geblottet und mit Antiko¨rpern inkubiert. Als Ladekontrolle ist die große Untereinheit von RubisCO (RbcL) gezeigt. B,
Anzucht der (heterozygoten) ohp-Mutanten unter Supplementation von ALA. Die Linien wurden auf 1/2-MS-Medium
ohne Zugabe von Saccharose 3 Wochen unter Dauerlicht-Bedingungen (100 µmol Photonen s−1 m−2) angezogen. Wo
angegeben wurde dem Medium 100µM ALA zugesetzt. Homozygote Einzelpflanzen der ohp-Linien sind gezeigt.
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Abbildung 3.6: Untersuchung der OHP-LIL3-Interaktion. A, His-Tag-Pulldown zur U¨berpru¨fung der Interaktion von
OHP1 und OHP2 mit LIL3 mittels rekombinant exprimierter OHP1-WT und OHP2-WT-Proteine. 100µg rekombinantes
Protein wurde an 50µl Ni-NTA-Matrix gebunden und anschließend mit solubilisierten Thylakoiden inkubiert (100µg
Chl, solubilisiert mit 0,5% DDM). Nach intensivem Waschen wurden die gebundenen Proteine mit 250mM Imidazol
eluiert und elektrophoretisch aufgetrennt. B, StrepII-Tag-Pulldown zur U¨berpru¨fung der Interaktion von OHP1 und
OHP2 mit LIL3. Thylakoide aus den OHP-HA-OX-Linien (Hey et al. 2018a) wurden mit 0,5% DDM solubilisiert und
mit Streptavidin-bindender Matrix inkubiert. Nach intensivem Waschen wurden die gebundenen Proteine mit 10mM
Desthiobiotin eluiert und elektrophoretisch aufgetrennt. Aufgrund der geringen Proteinkonzentration im Eluat sind
keine Banden in der Ponceau-Fa¨rbung sichtbar.
Um eine mo¨gliche OHP-LIL3-Interaktion zu untersuchen, wurden Pulldown-Experimente durch-
gefu¨hrt. Dabei ergab sowohl der Einsatz rekombinanter OHP-Proteine als Ko¨der, als auch die
Aufreinigung in planta-exprimierter, StrepII-getaggter OHP-Proteine (OHP1/2-(HA)-OX-Linien,
vgl. Hey et al. (2018a)) kein detektierbares LIL3-Protein im Eluat (Abb. 3.6 A,B). Bei Einsatz der
rekombinanten OHPs fu¨r Pulldown-Experimente waren zwar Signale des LIL3.1-Antiko¨rpers in
den Eluaten detektierbar (Abb. 3.6 A), diese entsprachen jedoch nicht der Gro¨ße des endogenen
LIL3.1-Proteins und sind daher als unspezifisch anzusehen. Es ko¨nnte sich bei den unspezifi-
schen Signalen z. B. um Kreuzreaktionen des α-LIL3.1-Antiko¨rpers mit aus der Aufreinigung der












Abbildung 3.7: Analyse der Stabilita¨t von OHP1 in Protease-Mutanten. Der WT Col-0 sowie die Mutantenlinien
clpC1 (Chaperon-Untereinheit der Clp-Protease, Sjo¨gren et al. 2004) und ftsH2 (bzw. var2, Chen et al. 2000) wurden
unter Langtag-Bedingungen angezogen (16h Licht, 100µmol Photonen s−1 m−2) und wie in Hey et al. (2017) beschrieben
mit VIGS-Konstrukten infiltriert. A, Pha¨notyp fu¨nf Wochen alter VIGS-Pflanzen. B, Western Blot-Analyse der OHPs. Ge-
samtproteinextrakte wurden elektrophoretisch aufgetrennt, geblottet und mit Antiko¨rpern inkubiert. Als Ladekontrolle
ist die große Untereinheit von RubisCO (RbcL) gezeigt.
3.3 Analyse der Stabilita¨t von OHP1 in Protease-Mutanten
Der Verlust von OHP2 geht stets mit einer posttranslationalen Destabilisierung von OHP1 einher
(Beck et al. 2017; Hey et al. 2018a). Unter der Annahme, dass OHP1 exprimiert und das Protein
in die Chloroplasten importiert wird, so muss dort eine proteolytische Aktivita¨t fu¨r den Abbau
von OHP1 in Abwesenheit von OHP2 (bzw. von HCF244) verantwortlich sein (vgl. dazu auch
Abschnitt 3.7.2.4). Chloroplasten besitzen diverse proteolytische Aktivita¨ten wie das Clp-Protease-
System, das u.a. fu¨r die Degradation der GluTR verantwortlich ist (Apitz et al. 2016), sowie die
FtsH-Proteasen (FtsH1/5 bzw. FtsH2/8), die am PSII-Reparaturzyklus beteiligt sind (Nishimura
et al. 2016). Sollte eines dieser beiden Systeme fu¨r die Degradation von OHP1 in Abwesenheit von
OHP2 zusta¨ndig sein, dann du¨rfte OHP1 nach Infiltration der entsprechenden Mutantenlinien mit
einem VIGS-OHP2-Konstrukt nicht abgebaut werden ko¨nnen, sondern sollte weiterhin stabil und
detektierbar sein.
Um dieser Hypothese nachzugehen, wurden clpC1 und ftsH2 (bzw. var2) mit dem VIGS-OHP2-
Konstrukt infiltriert (vgl. Hey et al. 2018a) und die Proteinlevel von OHP1 und OHP2 bestimmt. Der
makroskopische Pha¨notyp der VIGS-OHP2-infiltrierten Mutanten vera¨nderte sich u¨berraschender-
weise im Vergleich zu den VIGS-GFP-infiltrierten Kontrollpflanzen nicht (Abb. 3.7 A). Dies stand
im Gegensatz zum WT, der erwartungsgema¨ß bei Infiltration mit VIGS-OHP2 einen deutlich
verringerten Chl-Gehalt aufwies. Die Analyse der Proteinlevel zeigte, dass der VIGS-Ansatz in allen
drei Fa¨llen erfolgreich war, und kein detektierbares OHP2 zuru¨ckblieb (Abb. 3.7 B). Allerdings
war wie im WT auch in den beiden Protease-Mutanten ebenfalls kein OHP1 mehr detektierbar.
Das ClpC1-Chaperon und FtsH2 ko¨nnen daher als fu¨r die Erkennung bzw. den Abbau von OHP1
zusta¨ndige Proteasen ausgeschlossen werden. Zur Identifizierung der verantwortlichen Protease
sollten weitere Mutanten mit VIGS-OHP2 infiltriert, und auf den Gehalt an OHP1 untersucht
werden. Alternativ ko¨nnten Doppel-VIGS-Konstrukte fu¨r OHP2 und jeweils eine Protease erstellt,
und in den WT infiltriert werden.
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Wa¨hrend homozygote Nachkommen der ohp1- und ohp2-Mutanten nur auf MS-Medium unter
Zugabe von Saccharose u¨berlebensfa¨hig waren (Beck et al. 2017; Myouga et al. 2018), erforderte
die Anzucht der VIGS-Pflanzen eine stetige Infiltration jeder neuen Aussaat. Zudem konnte die
Anzucht der VIGS-Pflanzen nur unter Langtag-Bedingungen erfolgen. Hinzu kam, dass die VIGS-
OHP1-Pflanzen im Gegensatz zur ohp1-Mutante keinen makroskopisch vom WT verschiedenen
Pha¨notyp aufwiesen. Vermutlich la¨sst sich diese Beobachtung durch das in VIGS-OHP1 erst relativ
spa¨t (d.h. nach den initialen Phasen der Keimung) einsetzende Silencing von OHP1 erkla¨ren: Dies
wu¨rde eine mo¨glicherweise wichtige Funktion von OHP1 in der fru¨hen Keimlingsentwicklung in
VIGS-OHP1 zulassen, wa¨hrend diese Funktion in den ohp1-Linien fehlen sollte (Hey et al. 2018a).
Um den Einfluss des Fehlens von OHP1 direkt von der Keimung ausgehend untersuchen zu ko¨nnen,
dabei aber die drastischen Effekte eines OHP1-Knockouts zu umgehen, wurden OHP1-RNAi-
Linien erzeugt (Abschnitt 3.4.1). Weiterhin war von Interesse, welchen Einfluss eine konstitutive
U¨berexpression der OHP-Gene auf das Pflanzenwachstum haben wu¨rde. Da eine U¨berexpression
von OHP-Fusionskonstrukten mit einem C-terminalen HA-strepII-Tag zu kaum detektierbarer
Akkumulation des Fusionsproteins fu¨hrte (Hey et al. 2018a), wurden ebenso Linien ohne Peptid-Tag
erzeugt (Abschnitt 3.4.2).
3.4.1 OHP1-RNAi-Linien
Zur Erstellung der OHP1-RNAi-Linien wurde ein 277bp-Fragment der OHP1-cDNA (bp 57–333)
in Form eines inverted repeats (mit verbindendem Linker) unter der Kontrolle des 35S-Promotors
im Wildtyp-Hintergrund exprimiert.
3.4.1.1 Pha¨notyp der OHP1-RNAi-Linien
Die erzeugten Linien zeigten zum Teil einen drastischen makroskopischen Pha¨notyp, der durch
ein stark verzo¨gertes Wachstum sowie eine augenscheinlich deutlich schwa¨chere Pigmentierung im
Vergleich zum WT gekennzeichnet war (Abb. 3.8 A). Dabei war die Wachstumsverzo¨gerung unter
Kurztag-Bedingungen deutlich offensichtlicher als bei der Anzucht im Dauerlicht. Die Analyse
der OHP-Transkripte mittels quantitativer Real-Time PCR zeigte, dass in den ausgewa¨hlten OHP1-
RNAi-Linien maximal 5% der WT-OHP1-Transkriptmenge nachweisbar war, wa¨hrend OHP2 unter
den Wachstumsbedingungen eine leichte Akkumulation aufwies (Abb. 3.8 B). Die starke Reduktion
der OHP1-mRNA fu¨hrte dazu, dass kein OHP1-Protein mehr detektierbar war (Abb. 3.8 C). Der
OHP2-Proteingehalt war verringert, auch wenn sich eine eindeutige Aussage u¨ber den Grad der
Verringerung schwieriger gestaltete: Zum Teil wurde eine drastisch verringerte Menge an OHP2
nachgewiesen, wa¨hrend bei anderen Wiederholungen des Experiments nahezu unvera¨nderte
OHP2-Level beobachtet werden konnten. Der Gehalt an HCF244 war in U¨bereinstimmung mit der

































































Abbildung 3.8: Pha¨notyp der OHP1-RNAi-Linien. A, Pha¨notyp vier Wochen alter Pflanzen zweier ausgewa¨hlter OHP1-
RNAi-Linien. Die Pflanzen wuchsen auf Erde unter Kurztag-Bedingungen (8h Licht, 100µmol Photonen s−1 m−2; KT)
bzw. im Dauerlicht (100µmol Photonen s−1 m−2; DL). B, Quantitative PCR der OHP-Gene in den zwei ausgewa¨hlten
Linien. Gesamt-RNA wurde revers transkribiert und die erhaltene cDNA fu¨r die qRT-PCR eingesetzt. C, Western
Blot-Analyse. Gesamtproteinextrakte wurden elektrophoretisch aufgetrennt, geblottet und mit Antiko¨rpern inkubiert.
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Abbildung 3.9: Vergleich von OHP1-RNAi und VIGS-OHP1. Die Pflanzen wurden fu¨r dieses Experiment unter
Langtag-Bedingungen angezogen (16h Licht, 100µmol Photonen s−1 m−2). A, Quantitative PCR der OHP-Gene. Gesamt-
RNA wurde revers transkribiert und die erhaltene cDNA fu¨r die qRT-PCR eingesetzt. B, Analyse der Chlorophyllgehalte
mittels HPLC. Pigmente wurden mit basischem Aceton aus gefriergetrockneten Blattproben extrahiert und mittels
HPLC aufgetrennt. Die Quantifizierung geschah im Vergleich mit reinen Standards. TM: Trockenmasse. C, Western Blot-
Analyse der OHPs und Untereinheiten der Photosynthese-Komplexe. Gesamtproteinextrakte wurden elektrophoretisch
aufgetrennt, geblottet und mit Antiko¨rpern inkubiert. Als Ladekontrolle ist die große Untereinheit von RubisCO (RbcL)
gezeigt.
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3.4.1.2 Vergleich von OHP1-RNAi und VIGS-OHP1
Die OHP1-RNAi-Linien verhielten sich a¨hnlich wie die ohp1-Mutante – d.h. sie zeigten ein
verzo¨gertes Wachstum und augenscheinlich verringerte Chl-Gehalte – aber ohne einen Verlust
der Photoautotrophie aufzuweisen. Der schwa¨chere Pha¨notyp im Vergleich zu ohp1 la¨sst sich
vermutlich damit erkla¨ren, dass noch (undetektierbare) Restmengen an OHP1 vorhanden sind.
Andererseits verhielten sich die RNAi-Linien deutlich verschieden zu den VIGS-OHP1-Pflanzen,
obwohl beide Systeme grundsa¨tzlich a¨hnlich funktionieren und beide Konstrukte zu einer ver-
gleichbar starken Reduktion des OHP1-Transkripts auf maximal 5% der WT-OHP1-Menge fu¨hrten
(Abb. 3.9 A).
Eine HPLC-Analyse der Chl-Gehalte zeigte, dass die VIGS-OHP1-Linien wie bereits beschrieben
keinen Unterschied in der Chl-Akkumulation aufwiesen (Hey et al. 2018a). Andererseits zeigten
u¨berraschenderweise auch die OHP1-RNAi-Linien bei der Messung mittels HPLC und Normie-
rung auf Trocken- oder Frischmasse (Daten fu¨r letztere nicht gezeigt) trotz der deutlich helleren
Blattfa¨rbung keine signifikante Abweichung vom WT (Abb. 3.9 B). Eine mo¨gliche Erkla¨rung dafu¨r
wa¨re, dass die Bla¨tter von OHP1-RNAi du¨nner sind als die des WT, sodass bei gleicher Blattfla¨che
zwar weniger Chl vorhanden ist, dies aber durch das geringere Gewicht einer definierten Blatt-
fla¨che im Vergleich zum WT ausgeglichen wird: Somit mu¨sste fu¨r die gleiche Menge an Blattmasse
mehr Blattfla¨che von OHP1-RNAi geerntet werden. Die Analyse der Proteinlevel von Untereinhei-
ten der verschiedenen photosynthetischen Komplexe ergab, dass D1 und CP43 in OHP1-RNAi
verringert war (Abb. 3.9 C), und ebenfalls LHCA1 eine verringerte Akkumulation aufwies. In
diesen Experimenten war auch OHP2 in beiden OHP1-RNAi-Linien deutlich verringert. Sa¨mtliche
anderen untersuchten Proteine wiesen in OHP1-RNAi keinen Unterschied zum WT auf, wa¨hrend
in VIGS-OHP1 wie beschrieben keine Abweichungen von der VIGS-GFP-Kontrolle sichtbar waren.
Die unterschiedliche Auswirkung des Fehlens von OHP1 liegt demnach wahrscheinlich nicht
an der Menge des verbleibenden OHP1-Transkripts bzw. OHP1-Proteins, sondern am Zeitpunkt
des Silencings. Da die Infiltration mit dem VIGS-Konstrukt im 4-Blatt-Stadium vorgenommen
wird, muss der entscheidende Zeitpunkt fu¨r die Bedu¨rftigkeit des Vorhandenseins von OHP1 im
Zeitraum der Keimlingsentwicklung vor der Infiltration liegen.
3.4.2 OHP1- und OHP2-U¨berexpressionslinien im Wildtyp-Hintergrund
In den OHP1-OX bzw. OHP2-OX-Linien wurden die entsprechenden CDS’ unter Kontrolle des
35S-Promotors im WT-Hintergrund exprimiert. Dazu wurde das gleiche Vektor-Geru¨st wie fu¨r
die Linien mit HA-strepII-Tag genutzt, nur dass die Translation des Tags durch ein eingefu¨hrtes
Stopcodon unterbunden wurde.
3.4.2.1 Pha¨notyp der OHP1- und OHP2-OX-Linien
Sowohl die OHP1-OX als auch die OHP2-OX-Linien waren pha¨notypisch nicht vom Wildtyp zu
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Abbildung 3.10: Pha¨notyp und Charakterisierung der OHP1- und OHP2-U¨berexpressionslinien. A, Pha¨notyp fu¨nf
Wochen alter Pflanzen der OHP1-OX bzw. OHP2-OX-Linien. Die Pflanzen wuchsen auf Erde unter Kurztag-Bedingungen
(8h Licht, 100µmol Photonen s−1 m−2). B, Quantitative PCR der OHP-Gene in zwei ausgewa¨hlten Linien. Gesamt-RNA
wurde revers transkribiert und die erhaltene cDNA fu¨r die qRT-PCR eingesetzt. C, Western Blot-Analyse der OHPs und
Untereinheiten der Photosynthese-Komplexe. Gesamtproteinextrakte wurden elektrophoretisch aufgetrennt, geblottet
und mit Antiko¨rpern inkubiert. Die Zahlen unterhalb des OHP1- und OHP2-Signals geben die densitometrisch bestimm-
ten Signalintensita¨ten wieder. Als Ladekontrolle ist die große Untereinheit von RubisCO (RbcL) gezeigt. D, Analyse der
Chl-Gehalte mittels HPLC. Pigmente wurden mit basischem Aceton aus gefriergetrockneten Blattproben extrahiert und
mittels HPLC aufgetrennt. Die Quantifizierung geschah im Vergleich mit reinen Standards. TM: Trockenmasse.
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quantitativer Real-Time-PCR zeigte eine Akkumulation auf das 12- bis 18-fache der WT-OHP1-
Menge in OHP1-OX, wohingegen die untersuchten OHP2-OX-Linien etwa das 20-fache der WT-
OHP2-Transkriptmengen akkumulierten (Abb. 3.10 B). Die U¨berexpression hatte dabei keinen
Einfluss auf die Expression der jeweils anderen OHP-mRNA. Trotz der starken Anreicherung der
Transkripte war der Proteingehalt des korrespondierenden OHP-Proteins nur moderat erho¨ht und
erreichte in den OHP1-OX-Linien maximal etwa 250% der WT-OHP1-Menge, wa¨hrend in OHP2-OX
nicht mehr als etwa 300% des WT-OHP2-Gehalts akkumulierte (Abb. 3.10 C). Das jeweils andere
OHP wies in der Regel eine unvera¨nderte bis leicht erho¨hte Proteinmenge auf. Die makroskopisch
unvera¨nderte Pigmentierung der U¨berexpressionslinien konnte durch Bestimmung des Chl-Gehalts
mittels HPLC besta¨tigt werden: Alle untersuchten Linien wiesen keinen Unterschied zum WT auf
(Abb. 3.10 D).
3.4.3 OHP1- und OHP2-U¨berexpressionslinien im hcf244 -Hintergrund
In Abwesenheit von HCF244 (hcf244-Mutante bzw. VIGS-HCF244) kann eine Destabilisierung von
OHP1 und OHP2 beobachtet werden, wobei OHP2 stark verringert ist und kaum noch detektierbare
OHP1-Mengen zuru¨ckbleiben (Hey et al. 2018a). Daraus ergab sich die Fragestellung, ob die
U¨berexpression der OHP-Gene im hcf244-Hintergrund zu einer erho¨hten oder sogar WT-a¨hnlichen
Akkumulation der OHP-Proteine fu¨hren ko¨nnte, und ob dies unter Umsta¨nden eine partielle
Komplementation des hcf244-Pha¨notyps ermo¨glichen wu¨rde. Es wurden die selben Vektoren
zur Transformation verwendet, welche auch fu¨r die Erstellung der U¨berexpressionslinien im
WT-Hintergrund eingesetzt wurden.
3.4.3.1 Pha¨notyp der hcf244 /OHP1- und hcf244 /OHP2-OX-Linien
Die U¨berexpression von OHP1 bzw. OHP2 im hcf244-Mutantenhintergrund fu¨hrte zu transgenen
Linien mit dem gleichen makroskopischen Pha¨notyp wie hcf244 (Abb. 3.11 A). Dieser zeichnet
sich durch gedrungeneres Wachstum sowie eine schwa¨chere Pigmentierung im Vergleich zum
WT aus. Ein verringerter Chl-Gehalt von etwa 75% des WTs war in der hcf244-Mutante sowie
in den U¨berexpressionslinien nachweisbar. Letztere Linien akkumulierten keine signifikant von
hcf244 verschiedenen Chl-Mengen (Abb. 3.11 B). Auf Proteinebene war eine Zunahme des jeweils
u¨berexprimierten Proteins nachweisbar. Die transgenen Linien erreichten aber in keinem Fall
WT-Mengen der OHPs: Wa¨hrend in hcf244 etwa 18% OHP2 im Vergleich zum WT verblieben,
konnte dieser Anteil in den hcf244/OHP2-OX-Linien auf etwa 60-80% der WT-OHP2-Menge erho¨ht
werden (Abb. 3.11 C). Interessanterweise blieb gleichzeitig der OHP1-Gehalt unvera¨ndert. Die
U¨berexpression von OHP1 fu¨hrte lediglich zu marginal von etwa 3% auf 10% der WT-Gehalte
erho¨hten OHP1-Mengen. Vermutlich steht nicht genug OHP2 zur Verfu¨gung, um ho¨here Mengen an
OHP1 zu stabilisieren, denn der OHP2-Gehalt blieb unvera¨ndert. Wie schon am gleichbleibenden
makroskopischen Pha¨notyp zu erkennen, fu¨hrte die erho¨hte OHP2-Menge in den hcf244/OHP2-
OX-Linien nicht zu einer Komplementation des hcf244-Pha¨notyps. Dies spiegelte sich auch in
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Abbildung 3.11: Pha¨notyp und Charakterisierung der OHP1- und OHP2-U¨berexpressionslinien im hcf244-
Hintergrund. A, Pha¨notyp fu¨nf Wochen alter Pflanzen der hcf244/OHP1-OX bzw. hcf244/OHP2-OX-Linien. Die Pflanzen
wuchsen auf Erde unter Kurztag-Bedingungen (8h Licht, 100µmol Photonen s−1 m−2). B, Analyse der Chl-Gehalte
mittels HPLC. Pigmente wurden mit basischem Aceton aus gefriergetrockneten Blattproben extrahiert und mittels
HPLC aufgetrennt. Die Quantifizierung geschah im Vergleich mit reinen Standards. TM: Trockenmasse. C, Western
Blot-Analyse der OHPs und Untereinheiten der Photosynthese-Komplexe. Gesamtproteinextrakte wurden elektrophore-
tisch aufgetrennt, geblottet und mit Antiko¨rpern inkubiert. Die Zahlen unterhalb des OHP1- und OHP2-Signals geben
die densitometrisch bestimmten Signalintensita¨ten wieder. Als Ladekontrolle ist die große Untereinheit von RubisCO
(RbcL) gezeigt.
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Wie in Hey et al. (2018a) gezeigt, fu¨hrte die Abwesenheit von OHP1 und OHP2 (VIGS-OHP2) zu
einer starken Anfa¨lligkeit gegenu¨ber hohen Lichtintensita¨ten. Bei Inkubation von Blattscheiben im
Starklicht (sowohl mit als auch ohne Lincomycin) wurde eine gegenu¨ber der VIGS-GFP-Kontrolle
beschleunigte Destabilisierung des D1-Proteins beobachtet, wobei dies vermutlich sowohl auf
die stark verringerte D1-Synthesekapazita¨t als auch auf eine erho¨hte Sensitivita¨t des D1-Proteins
gegenu¨ber Lichtstress zuru¨ckzufu¨hren ist. Weiterhin fiel auf, dass auch die alleinige Abwesenheit
von OHP1 (VIGS-OHP1) bereits zu einer verringerten D1-Synthese fu¨hrte, welche aber keine
Auswirkung auf das Pflanzenwachstum unter Normalbedingungen hatte.
Da OHP1 fu¨r die volle Aktivita¨t des OHP1-OHP2-HCF244-Komplexes scheinbar unerla¨sslich war,
sollte das Vorhandensein von OHP1 (in a¨lteren Pflanzen) insbesondere unter Stressbedingungen be-
sonders wichtig sein. Chl-Fluoreszenz-Analysen (Fv/Fm) und die Bestimmung des D1-Proteingehalts
von VIGS-OHP1 bei Starklicht-Exposition besta¨tigten diese Vermutung: Ab 6 Stunden Inkubation
im Starklicht (850µmol Photonen s−1 m−2) war der D1-Gehalt in VIGS-OHP1 deutlich gegenu¨ber
der VIGS-GFP-Kontrolle verringert, was mit einem insgesamt sta¨rker und schneller abfallenden
Fv/Fm-Wert einherging (Hey et al. 2018b).
3.5.1 Verhalten der OHP -Expression bei Lichtstress
Um der Funktion der OHPs in Lichtstress-Situationen weiter nachzugehen, wurde das Verhalten der
OHP-Genexpression und der OHP-Proteinakkumulation unter Starklicht analysiert. Im Gegensatz
zu den Versuchen in Hey et al. (2018b) wurden dafu¨r ju¨ngere WT-Pflanzen eingesetzt, die gegenu¨ber
a¨lteren Pflanzen ho¨here OHP-Proteinmengen enthalten (Li et al. 2018). Blattscheiben vom WT
wurden bei 850µmol Photonen s−1 m−2 u¨ber einen Zeitraum von 24 Stunden inkubiert und zu
definierten Zeitpunkten Proben fu¨r quantitative Real-Time PCR sowie Proteinanalysen genommen.
Die Expressionsanalyse der OHP-Gene ergab, dass sowohl OHP1 als auch OHP2 eine ungefa¨hre
Verdopplung ihrer Akkumulation nach 24 Stunden Starklicht aufwiesen (Abb. 3.12 A). Im Vergleich
mit dem Expressionsverhalten eines bekannterweise Starklicht-induzierten Gens wie ELIP1 fiel
auf, dass letzteres eine bedeutend sta¨rkere Zunahme der Expression zeigte. Unter den gewa¨hlten
Bedingungen stieg die ELIP1-Expression auf das mehr als 100-fache im Vergleich zum Zeitpunkt
t0 an (Abb. 3.12 A).
Eine Zunahme der OHP1-Expression unter Starklicht wurde bereits mehrfach mit verschiedenen
Techniken gezeigt (Beck et al. 2017; Myouga et al. 2018) und konnte hier in gewissem Umfang
besta¨tigt werden. Die starke Zunahme in der ELIP1-Expression spiegelte sich auch bei der Ana-
lyse der Proteingehalte wider, da ein deutliches ELIP1-Signal erst bei der 24 Stunden-Probe
auftrat (Abb. 3.12 B). Die Quantifizierung der OHP1- und OHP2-Signalintensita¨ten zeigte eine
unvera¨nderte Akkumulation von OHP2 sowie eine leichte Zunahme von OHP1 auf das 1,5-fache
des Ausgangswerts. Insgesamt deckt sich diese Beobachtung mit der ebenfalls nur leichten Zu-
nahme der OHP-Proteinlevel in a¨lteren VIGS-GFP-Pflanzen bei gleichermaßen leicht erho¨hter
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Abbildung 3.12: Expression der OHP-Gene und Proteinakkumulation unter Starklicht. Blattscheiben vom WT (Col-
0) wurden auf Wasser schwimmend und durch eine 5cm starke Wasserschicht vor den Lampen geschu¨tzt bei etwa
850µmol Photonen s−1 m−2 fu¨r die angegebene Zahl an Stunden inkubiert. Anschließend wurden die RNA bzw. Proteine
extrahiert. A, Quantitative PCR der OHP- und ELIP1-Gene. Gesamt-RNA wurde revers transkribiert und die erhaltene
cDNA fu¨r die qRT-PCR eingesetzt. B, Western Blot-Analyse der OHPs und ELIP1. Gesamtproteinextrakte wurden
elektrophoretisch aufgetrennt, geblottet und mit Antiko¨rpern inkubiert. Die Zahlen unterhalb des OHP1- und OHP2-
Signals geben die densitometrisch bestimmten Signalintensita¨ten wieder. Als Ladekontrolle ist die große Untereinheit
von RubisCO (RbcL) gezeigt.
3.5.2 OHP1-RNAi- und OHP1-OX bzw. OHP2-OX-Linien unter Lichtstress
Die – wenngleich auch nur marginale – Zunahme der OHP1-Proteinmenge unter Starklicht fu¨hrte
zur Fragestellung, ob ein konstitutiv erho¨hter OHP1- bzw. OHP2-Gehalt einen positiven Einfluss
auf die Stressresistenz haben wu¨rde. Um dies zu untersuchen, wurden Blattscheiben der OHP-
OX-Linien wie oben beschrieben im Starklicht inkubiert. Als Kontrolle wurden zwei OHP1-RNAi-
Linien mitgefu¨hrt. Dies war einerseits Linie #11 (Abb. 3.8) als Linie mit starkem Pha¨notyp, und
andererseits Linie #44, welche eine Verringerung der OHP1-Expression auf weniger als 50% im
Vergleich zum WT aufwies, aber keine pha¨notypische Vera¨nderung zeigte (milderer Pha¨notyp).
Zur Beurteilung des Stresslevels in den untersuchten Linien wurde zuna¨chst der Fv/Fm-Wert u¨ber
die Messung der Chl-Fluoreszenz bestimmt.
Es zeigte sich, dass die OHP1-RNAi-Linien bereits unter Normalbedingungen einen im Vergleich
zum WT niedrigeren Fv/Fm-Wert aufwiesen, wobei Linie #11 besonders stark und Linie #44 nur
marginal beeintra¨chtigt war (Abb. 3.13 A,B). In beiden RNAi-Linien sank Fv/Fm im Verlauf der
Stressexposition stark ab und erreichte in Linie #11 bereits nach 8 Stunden nicht einmal mehr
10% des WT-Ausgangswerts. Auch im WT sowie in den OHP1-OX und OHP2-OX-Linien sank
Fv/Fm im Verlauf des Experiments. Die OX-Linien hatten zu Beginn gleiche Fv/Fm-Werte wie der
WT. Das Absinken von Fv/Fm verlief in den OX-Linien anfangs im gleichen Maße wie im WT,
nach 8 und 24 Stunden wiesen sie allerdings einen leicht ho¨heren Fv/Fm auf. Insbesondere in den
OHP2-OX-Linien gab es zwischen dem 2h- und dem 8h-Zeitpunkt keine Vera¨nderung von Fv/Fm.
Zur Einscha¨tzung der Wirkung des Lichtstresses auf PSII wurde ebenfalls der D1-Gehalt der Linien
zu den einzelnen Zeitpunkten analysiert. Im WT wurde nach 24 Stunden (im Gegensatz zu den
Experimenten in Hey et al. 2018b) eine starke Destabilisierung von D1 beobachtet, wobei eine
leichte Verringerung bereits nach 8 Stunden Starklicht auftrat (Abb. 3.13 C). Beide OHP1-RNAi-
Linien zeigten dagegen eine sehr viel schnellere und vor allem drastischere D1-Destabilisierung
im Zeitverlauf: Bereits 2 Stunden Lichtstress genu¨gten, um die D1-Menge auf etwa die Ha¨lfte des
Ausgangswerts zu senken, und nach 24 Stunden verblieb kaum noch detektierbares D1-Protein.
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Abbildung 3.13: OHP1-RNAi- und OHP1- bzw. OHP2-OX-Linien unter Lichtstress. Blattscheiben der angegebenen
Linien wurden wie oben bei 850µmol Photonen s−1 m−2 inkubiert. A, Falschfarbendarstellung des Fv/Fm-Wertes in den
Blattscheiben. Die Chl-Fluoreszenz wurde mit einem PAM-Imager ausgelesen. Eine repra¨sentative Blattscheibe pro Linie
und Zeitpunkt ist gezeigt. B, Darstellung der normierten Fv/Fm-Werte. Alle Fv/Fm-Werte wurden auf den WT-Wert am
Zeitpunkt t0 normiert und sind prozentual dargestellt. C, Western Blot-Analyse von D1. Gesamtproteinextrakte wurden
elektrophoretisch aufgetrennt, geblottet und mit Antiko¨rpern inkubiert. Als Ladekontrolle ist die große Untereinheit
von RubisCO (RbcL) gezeigt.
Bemerkenswert ist hierbei, dass Linie #44 zwar im ungestressten Zustand WT-a¨hnliche D1-Mengen
aufwies, diese im Verlauf der Starklicht-Exposition aber vergleichbar mit Linie #11 fast vollsta¨ndig
verschwanden.
Die OHP2-OX-Linien verhielten sich grundsa¨tzlich a¨hnlich wie der WT, d.h. spa¨testens nach
24 Stunden war eine signifikante Destabilisierung von D1 erkennbar. Interessanterweise wiesen die
OHP1-OX-Linien dagegen einen weniger drastischen Effekt auf die D1-Stabilita¨t auf: Nach 24 Stun-
den war der D1-Gehalt fast unvera¨ndert zum Ausgangswert (Linie #2) bzw. immer noch deutlich
ho¨her als im WT (Linie #3). Insgesamt kann eine OHP1-U¨berexpression daher als vorteilhaft fu¨r
die Stressresistenz gegenu¨ber Starklicht angesehen werden.
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3.6 Analyse der Thylakoidmembranstruktur mittels Elektronenmikroskopie in
OHP-defizienten Pflanzen
Analysen der ohp1- und ohp2-Mutanten mittels Elektronenmikroskopie zeigten starke Entwick-
lungsdefizite in der Chloroplastenenwicklung (Beck et al. 2017; Myouga et al. 2018). Dies deutet
darauf hin, dass das Vorhandensein beider OHPs grundsa¨tzlich essentiell fu¨r eine funktionale
Chloroplastenentwicklung ist. Da in den ohp-Mutanten allerdings aufgrund der Sta¨rke des Mu-
tantenpha¨notyps eine ganze Reihe an sekunda¨ren Effekten angenommen werden kann, deren
Beitrag zur gesto¨rten Chloroplastenentwicklung nicht abgescha¨tzt werden kann, wurden die
Chloroplastenmorphologien der OHP1-RNAi-Linien sowie von VIGS-OHP1 und VIGS-OHP2
untersucht.
Bei der Analyse von OHP1-RNAi wurden die beiden oben beschriebenen Linien mit starkem
Pha¨notyp (Linie #11 und #16, Abb. 3.8) eingesetzt. Bla¨tter wurden im Licht geerntet (2 Stunden
nach Tagesbeginn), direkt fixiert und anschließend nach Fa¨rbung mit Osmiumtetroxid und Einbet-
tung fu¨r die Transmissions-Elektronenmikroskopie (TEM) eingesetzt. Es zeigte sich, dass beide
Linien grundsa¨tzlich funktional erscheinende Chloroplasten besaßen (Abb. 3.14, Panel 02 & 03). In
Linie #11 waren charakteristische Schwellungen der Stromathylakoide zu beobachten (Panel 02),
wa¨hrend in Linie #16 (in geringerem Ausmaß auch in Linie #11) auffa¨llig zerstu¨ckelt erscheinende
Stromathylakoide sichtbar waren (Panel 02 & 03).
Der Vergleich der Chloroplastenmorphologie von VIGS-OHP1 mit VIGS-GFP zeigte keine Unter-
schiede (Abb. 3.14, Panel 04 & 05). In den VIGS-OHP2-Pflanzen dagegen war die Morphologie
auffa¨llig vera¨ndert (Panel 06): Neben aufgebla¨hten und einzelnen Stroma-Thylakoiden waren große
blockweise Grana-Stapel zu erkennen. Zudem enthielten die Chloroplasten keine oder nur deutlich
kleinere Sta¨rkeko¨rnchen, was auf die verringerte Photosyntheseleistung der VIGS-OHP2-Pflanzen
zuru¨ckzufu¨hren ist. Ebenfalls nahm die Zahl an Plastoglobuli zu und diese waren gro¨ßer als in
den VIGS-GFP und VIGS-OHP1-Pflanzen.
Keine der untersuchten Linien zeigte vergleichbar drastische Effekte wie die entsprechende T-DNA-
Insertionslinie. Dies deutet einerseits darauf hin, dass das Vorhandensein der OHPs vor allem
in fru¨hen Stadien des Wachstums fu¨r eine normale Chloroplastenentwicklung essentiell ist (im
Vergleich zu den VIGS-Linien in welchen das Silencing erst spa¨ter induziert wird). Da in ohp1
noch WT-Gehalte von OHP2 enthalten sind (vgl. z. B. Abb 3.16 C), reicht das Vorhandensein von
OHP2 offenbar nicht aus, hier die Funktion von OHP1 zu u¨bernehmen. Anderseits scheinen – wie
in den OHP1-RNAi-Linien im Vergleich mit ohp1 zu sehen ist – kleinste Mengen an OHP1 dafu¨r
auszureichen, den drastischen Effekt auf die Chloroplastenentwicklung auszugleichen: Die Expres-
sion des OHP1-RNAi-Konstrukts fu¨hrte nicht zu einem kompletten Knockout von OHP1, sodass
noch Restmengen an OHP1-Protein vorliegen du¨rften. Trotzdem zeigten die Chloroplasten dieser
OHP1-defizienten Linien Anzeichen von Stress, wie z. B. die geschwollenen Stromathylakoide in
Linie #11.
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3.7 Komplementationsversuche der ohp-Mutanten
In der weiteren Funktionsanalyse von OHP1 und OHP2 waren verschiedene Aspekte von besonde-
rem Interesse: Wie oben beschrieben (Abschnitt 3.1.1) wurde eine OHP1-Variante mit mutiertem
Cystein 76 (C76A) zur Komplementation der ohp1-Mutante verwendet, um eine potentielle Redox-
kontrolle von OHP1 zu untersuchen. Der Austausch des Cysteins hatte dabei keinen Einfluss auf die
Komplementationsfa¨higkeit und die Funktion von OHP1 in der ohp1-Mutante. Weiterhin bestand
die Frage, wie sich eine sequentielle Deletion der verschiedenen Abschnitte des OHP2-Proteins (d.h.
der mit ProRS, M und C bezeichneten Abschnitte, vgl. Abb. 1.5) auf die Komplementationsfa¨higkeit
der ohp2-Mutante auswirken wu¨rde (Abschnitt 3.7.1). Da sowohl OHP1 als auch OHP2 konser-
vierte Aminosa¨uren im Chl-Bindemotiv mit anderen Vertretern der LHC-Proteinfamilie teilen,
war die Verwendung entsprechend mutierter OHP-Varianten (OHP1-AAA bzw. OHP2-AAA) zur
Komplementation ebenfalls ein aussichtsreicher Ansatz, um Informationen u¨ber die Funktion
dieses Motivs in OHP1 und OHP2 zu erlangen (Abschnitt 3.7.2). Abschließend wurde untersucht,
ob eine membrangebundene HCF244-Variante zur Komplementation von ohp2 beitragen konnte
(Abschnitt 3.7.3).
3.7.1 Komplementation von ohp2 mit verku¨rzten OHP2-Varianten
Wie in Hey et al. (2018a) beschrieben liegt die Interaktionsstelle von OHP2 mit HCF244 vermut-
lich im mittleren Bereich des Proteins (M) zwischen dem N-terminalen Prolin-reichen Abschnitt
und der C-terminalen TMH, welche das Chl-Bindemotiv entha¨lt (Abb. 1.5 A). OHP2 ist fu¨r die
Stabilita¨t von HCF244 unabdingbar (Hey et al. 2018a). Es war daher von Interesse, den mittleren
Bereich des OHP2-Proteins zu deletieren (∆M) und die Fa¨higkeit des verku¨rzten Proteins zur
Komplementation der ohp2-Mutante zu analysieren. Vergleichbares Interesse galt der Deletion des
Prolin-reichen Abschnitts am N-Terminus (∆ProRS), der wahrscheinlich fu¨r Interaktionen zu wei-
teren Bindungspartnern no¨tig ist, obgleich deren Identita¨t unklar ist. Als Negativkontrolle wurde
eine OHP2-Variante ohne den die LHC-Helix beinhaltenden C-Terminus mit einbezogen (∆C), da
eine Membranverankerung von OHP2 als zwingend fu¨r die membranlokalisierte Interaktion von
OHP2 mit OHP1, sowie die Stabilita¨t von OHP2 vermutet wurde. Sa¨mtliche Komplementationskon-
strukte bestanden aus der entsprechend modifizierten CDS, eingerahmt in ein 1000bp-Fragment
upstream des Startcodons, sowie ein 500bp-Fragment nach dem Stopcodon. Die Expression geschah
daher unter Kontrolle des endogenen OHP2-Promotors.
3.7.1.1 Pha¨notyp der OHP2-Deletions-Komplementationslinien
Das Einbringen des OHP2-WT-Kontruktes fu¨hrte zur vollsta¨ndigen (makroskopischen) Komple-
mentation des ohp2-Pha¨notyps in den untersuchten Linien (Abb. 3.15 A). Ebenso war das OHP2-
∆ProRS-Konstrukt zur Komplementation in der Lage. Dahingegen zeigten die OHP2-∆M-Linien
nur eine partielle Komplementation mit mittelgroßen aber hellgru¨nen Pflanzen, wohingegen das
OHP2-∆C-Konstrukt nicht in der Lage war, den ohp2-Pha¨notyp zu komplementieren. Die Pflanzen
letzterer Linien mit homozygoter OHP2-T-DNA-Insertion plus Transgen a¨hnelten pha¨notypisch
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Abbildung 3.15 (Fortsetzung): Komplementation von ohp2 mit verku¨rzten OHP2-Varianten. Verschiedene Abschnit-
te des OHP2-Proteins wurden deletiert (∆ProRS: Aminosa¨uren 49-81, ∆M: Aminosa¨uren 82-129 und ∆C: Ami-
nosa¨uren 130-172) und die codierenden Sequenzen einschließlich eines ca. 1000bp großen Abschnitts upstream des
Startcodons und 500bp nach dem Stopcodon in die ohp2-Mutante eingebracht. A, Pha¨notyp drei Wochen alter Pflanzen
der Komplementationslinien. Die Anzucht erfolgte auf 2% Saccharose enthaltendem 1/2-MS-Medium unter Dauerlicht-
Bedingungen (100 µmol Photonen s−1 m−2). B, Genotypisierungs-PCR zur Besta¨tigung der Homozygotie der gezeigten
Komplementationslinien. C/D, Western Blot-Analyse von jeweils drei der Komplementationslinien (C: WT und ∆ProRS,
D: ∆M und ∆C). Gesamtproteinextrakte wurden elektrophoretisch aufgetrennt, geblottet und mit Antiko¨rpern inkubiert.
Als Ladekontrolle ist die große Untereinheit von RubisCO (RbcL) gezeigt. Die Pfeile bezeichnen die verschiedenen
verku¨rzten OHP2-Varianten im (u¨berexponierten) OHP2-Signal. E, Quantitative PCR von OHP2 in ausgewa¨hlten Linien.
Gesamt-RNA wurde revers transkribiert und die erhaltene cDNA fu¨r die qRT-PCR eingesetzt. Insgesamt wurden drei
verschiedene OHP2-Primerpaare verwendet (OHP2.1-OHP2.3). Da von OHP2-∆M und ∆C nur ausreichend Pflanzenma-
terial mit heterozygotem ohp2-Hintergrund (OHP2/ohp2) geerntet werden konnte, wurden die Werte der verschiedenen
Primerpaare zu einer ’Transgen’ (TG)-Expression verrechnet (OHP2v[irtuell]). F, Analyse der Chl-Gehalte mittels HPLC.
Pigmente wurden mit basischem Aceton aus pulverisierten Blattproben extrahiert und mittels HPLC aufgetrennt. Die
Quantifizierung geschah im Vergleich mit reinen Standards. FM: Frischmasse.
der ohp2-Mutante, waren aber bei gleichem Alter ein wenig sta¨rker entwickelt (Abb. 3.15 A). Die
OHP2-∆C-Pflanzen starben vergleichbar zur ohp2-Mutante beim Umsetzen von MS-Medium auf
Erde ab, wohingegen die Pflanzen der OHP2-∆M-Linie das Umsetzen u¨berlebten, Blu¨ten hervor-
brachten und Saatgut bildeten. Dieses keimte jedoch nicht aus. Die Homozygotie der untersuchten
Linien wurde mittels Genotypisierungs-PCR besta¨tigt (Abb. 3.15 B).
Die Analyse der Proteingehalte ergab, dass die OHP2-WT-Linien WT-artige Mengen von OHP2
akkumulierten (Abb. 3.15 C). Entsprechend kann das ausgewa¨hlte 1000bp-Fragment upstream des
Startcodons als hinreichend fu¨r die OHP2-Promotoraktivita¨t angesehen werden. In den OHP2-WT-
Linien erholten sich ebenfalls die Gehalte an OHP1, HCF244 sowie D1 im Vergleich zu ohp2. Im
Gegensatz zu OHP2-WT waren in den OHP2-∆ProRS, ∆M und ∆C-Linien nur stark verringerte
Mengen an OHP2 detektierbar (Abb. 3.15 C,D), die nur bei U¨berexposition (bezogen auf das WT-
OHP2-Signal) sichtbar waren. Hierbei muss einschra¨nkend angemerkt werden, dass die Reaktivita¨t
des α-OHP2-Antiko¨rpers hinsichtlich der einzelnen Teile des Proteins nicht bekannt war. Insofern
war eine absolute Quantifizierung der drei Proteinvarianten in den Komplementationslinien nicht
mo¨glich. Die vollsta¨ndige pha¨notypische Komplementation der ∆ProRS-Linien spiegelte sich auch
im WT-a¨hnlichen D1-Gehalt wider, wobei von HCF244 und OHP1 nur etwa 50% der WT-Mengen
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nachgewiesen wurden (Abb. 3.15 C). Eine Akkumulation von OHP2-∆ProRS von mindestens
50% der WT-Menge kann daher trotz des schwachen Signals angenommen werden. Obwohl die
OHP2-∆M-Linien pha¨notypisch eine partielle Komplementation zeigten, spiegelte sich dies nicht
in den Gehalten der untersuchten Proteine wider: Ein Verlust von HCF244 infolge der Deletion der
Interaktionsstelle in OHP2 – und somit auch die Unfa¨higkeit zur Erholung des D1-Gehalts – war
zwar erwartet worden, die Interaktion zu OHP1 sollte allerdings weiterhin mo¨glich sein. Trotzdem
wurden keine detektierbaren OHP1-Gehalte beobachtet. Die OHP2-∆C-Variante sollte ein lo¨sliches
Protein ergeben, welches nicht mehr mit OHP1 interagieren kann. Daher war wie erwartet kein
OHP1 detektierbar. Grundsa¨tzlich sollte die Interaktion mit HCF244 aber noch mo¨glich sein.
Trotzdem konnte kein HCF244 mehr nachgewiesen werden (Abb. 3.15 D). Der D1-Gehalt a¨nderte
sich erwartungsgema¨ß im Vergleich zur ohp2-Mutante nicht.
Um zu besta¨tigen, dass die niedrigen detektierten OHP2-Mengen nicht auf eine ungenu¨gende
Expression der Konstrukte zuru¨ckzufu¨hren war, wurde eine quantitative PCR durchgefu¨hrt. Da
von den ∆M und ∆C-Linien aufgrund des eingeschra¨nkten Wachstums nur ausreichend Pflan-
zenmaterial mit heterozygotem ohp2-Hintergrund (OHP2/ohp2) verfu¨gbar war, wurden fu¨r diese
Linien mehrere OHP2-Primerpaare eingesetzt und anschließend die Transgen-Expression her-
ausgerechnet (OHP2v[irtuell]). Die OHP2-Expression war in ohp2 wie erwartet geringer als 1%
der WT-Expression, in OHP2/ohp2 war sie auf 75% verringert (Abb. 3.15 E). Die untersuchten
OHP2-WT und ∆ProRS-Linien wiesen das 0,8- bis 7-fache der WT-Expression auf (ohne in OHP2-
WT #01-01 zu einer erho¨hten OHP2-Proteinmenge zu fu¨hren, vgl. Abb. 3.15 C); die Verrechnung
der Transkriptmengen ergab weiterhin fu¨r OHP2-∆M das 2- bis 1-fache und fu¨r OHP2-∆C noch
etwa das 0,5-fache der Expression im WT (Abb. 3.15 E). Insofern kann eine sehr niedrige Expression
als Grund fu¨r die extrem geringen detektierbaren OHP2-Mengen ausgeschlossen werden. Selbst
die nur 0,5-fache Expression von OHP2 im Vergleich zum WT in OHP2-∆C erkla¨rt nicht die nur
knapp oberhalb der Nachweisgrenze liegenden Proteinmengen.
Abschließend wurden noch die Chl-Gehalte mittels HPLC bestimmt: Wa¨hrend ohp2 eine Reduktion
auf 30% der WT-Gehalte aufwies, enthielten die untersuchten OHP2-WT und ∆ProRS-Linien WT-
artige Chl-Mengen (Abb. 3.15 F). Die analysierten ∆M- und ∆C-Linien zeigten dagegen lediglich
ohp2-a¨hnliche Chl-Gehalte. Insofern spiegelt sich die partielle makroskopische Komplementation
von OHP2-∆M nicht in einer Erholung des Chl-Gehaltes wider, wa¨hrend fu¨r OHP2-∆C wie erwartet
keine erho¨hten Chl-Mengen gemessen wurden.
3.7.2 Komplementation von ohp1 und ohp2 mit mutierten Chlorophyllbindemotiven
3.7.2.1 Chlorophyllbindemotiv der LHC-Proteinfamilie
Die LHC-Helices aller LHCPs (TMH 1 und 3) und LHC-a¨hnlicher Proteine, sowie die TMH der
cyanobakteriellen Hlips teilen konservierte Aminosa¨uren (Engelken et al. 2010). Der ho¨chste
Konservierungsgrad betrifft dabei unter anderem den Beginn der Helix (Sequenzabschnitt ExxNxR),
wobei die beiden Aminosa¨uren zwischen E und N sehr variabel sind, wa¨hrend zwischen N und R in
der Regel ein Glycin vorliegt (Engelken et al. 2010). Innerhalb der beiden LHC-Helices der LHCPs
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gibt es unter anderem einen herausstehenden Unterschied von dieser Sequenz an der Stelle des N, an
dessen Position in Helix 1 der meisten LHCP-Vertreter stattdessen ein Histidin vorliegt (Engelken
et al. 2010). Mit hoher Wahrscheinlichkeit sind die drei o.g., konservierten Aminosa¨uren fu¨r die Chl-
Bindung der LHCPs von Bedeutung (vgl. Abb. 1.7, Abschnitt 1.3.4), da in Kristallstrukturanalysen
eine direkte Interaktion ihrer Seitenketten mit gebundenen Chl-Moleku¨len beobachtet werden
konnte (Liu et al. 2004). Der Austausch dieser drei Aminosa¨uren war daher der vielversprechendste
Ansatz zur Funktionsanalyse der OHPs bezu¨glich einer potentiellen Pigmentbindung mittels
der Aminosa¨ureseitengruppen. Zur Komplementation wurden die ohp1- und ohp2-Mutanten mit
einem Wildtyp-Konstrukt (WT) bzw. mutierten cDNA-Sequenzen (AAA) zur Expression (der
entsprechend modifizierten CDS) unter Kontrolle des 35S-Promotors transformiert.
3.7.2.2 Pha¨notyp der OHP1-AAA-Linien
Die Positionen der konservierten Aminosa¨uren Glutamat, Asparagin und Arginin in der Ami-
nosa¨uresequenz von OHP1 sind 69, 72 und 74. Diese Aminosa¨uren wurden gegen Alanin ausge-
tauscht. Wa¨hrend das Einbringen des WT-Konstruktes den starken makroskopischen Pha¨notyp der
ohp1-Mutante revertieren konnte, a¨hnelten die Pflanzen der OHP1-AAA-Linien der ohp1-Mutante
(Abb. 3.16 A). Dies konnte fu¨r mehrere unabha¨ngige Linien besta¨tigt werden. Wie beschrieben
fu¨hrt das Fehlen von OHP1 zu einer starken Beeintra¨chtigung des Wachstums sowie dem Verlust
der Photoautotrophie. Homozygote ohp1-Pflanzen sind nur bei externer Versorgung mit Saccharose
lebensfa¨hig und sterben bei der Aussaat auf Erde nach der Keimung ab (ebenso wie auf MS-Medium
angezogene Pflanzen nach dem U¨berfu¨hren auf Erde). Dieses Wachstumsverhalten lag auch bei
den OHP1-AAA-Pflanzen vor. Die Analysen wurden daher mit Pflanzen durchgefu¨hrt, die auf
2% Saccharose enthaltendem 1/2-MS-Medium angezogen wurden. Bei der Weiterkultivierung auf
diesem Medium gelangten auch die OHP1-AAA-Pflanzen zur Blu¨te und setzten Samen an, diese
keimten allerdings ebenfalls nicht aus.
Die Homozygotie hinsichtlich der T-DNA-Insertion im OHP1-Gen sowie das Vorhandensein des
Transgens wurden mittels Genotypisierungs-PCR besta¨tigt (Abb. 3.16 B). Die Analysen der OHP1-
und OHP2-Proteingehalte durch SDS-PAGE und Western Blot zeigten, dass die untersuchten
OHP1-WT-Linien anna¨hernd WT-artige Mengen an OHP1 akkumulierten (Abb. 3.16 C). Die
OHP1-AAA-Linien wiesen demgegenu¨ber sogar bis zur 5-fachen Menge an OHP1 auf. In beiden
Fa¨llen war der Gehalt an OHP2 jedoch quasi WT-artig, was ebenfalls fu¨r die ohp1-Mutante zutraf.
Interessanterweise war ausschließlich in den OHP1-AAA-Linien eine zusa¨tzliche OHP2-Bande
gro¨ßeren Molekulargewichts detektierbar. Diese repra¨sentiert wahrscheinlich unprozessiertes
OHP2-Protein (d.h. mit noch anha¨ngendem Transitpeptid). Wie in der Literatur beschrieben war
die Menge an D1-Protein in ohp1 stark reduziert (Beck et al. 2017), und dies konnte – mit dem
makroskopischen Pha¨notyp korrelierend – nicht durch Expression des OHP1-AAA-Konstruktes
komplementiert werden (Abb. 3.16 C). Die OHP1-WT-Linien dagegen enthielten WT-artige Mengen
an D1-Protein.
Da in den VIGS-OHP1-Linien der Verlust an OHP1-Protein zu einer Reduktion von HCF244 fu¨hrte,
wurde dessen Proteingehalt ebenfalls in den Komplementationslinien bestimmt. Es zeigte sich,
dass HCF244 in der ohp1-Mutante wie in VIGS-OHP1 deutlich verringert war, bei Expression
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Abbildung 3.16: Komplementation von ohp1 mit einer Chlorophyllbindemotivmutante. Die ohp1-Mutante wurde
mit einem Wildtyp-Konstrukt (WT) sowie einer OHP1-Variante mit drei Aminosa¨ure-Austauschen zu Alanin im
Chl-Bindemotiv (AAA) komplementiert. Die mutierten Aminosa¨uren waren Glutamat 69, Asparagin 72 und Argi-
nin 74. Die Expression der mutierten cDNA-Sequenz erfolgte unter Kontrolle des 35S-Promotors. A, Pha¨notyp der
untersuchten Linien. Die Anzucht erfolgte fu¨r 3 Wochen auf 2% Saccharose enthaltendem 1/2-MS-Medium unter
Dauerlicht-Bedingungen (100 µmol Photonen s−1 m−2). B, Genotypisierungs-PCR zur Besta¨tigung der Homozygotie der
untersuchten Komplementationslinien. C, Western Blot-Analyse von jeweils drei ausgesuchten Komplementationslinien.
Gesamtproteinextrakte wurden elektrophoretisch aufgetrennt, geblottet und mit Antiko¨rpern inkubiert. Die Zahlen
unterhalb des OHP1-Signals geben die densitometrisch bestimmten Signalintensita¨ten wieder. Als Ladekontrolle ist
die große Untereinheit von RubisCO (RbcL) gezeigt. D, Quantitative PCR der OHP-Gene in jeweils zwei ausgesuchten



















Abbildung 3.17: Untersuchung der Membranassoziati-
on der OHP1-AAA-Variante. Native Fraktionierung von
Gesamtproteinextrakten in eine lo¨sliche und membran-
gebundene Fraktion. Pulverisiertes Blattmaterial wurde
in PBS-Puffer aufgenommen und die lo¨slichen Proteine
(U¨berstand, U¨S) von den membrangebundenen (Pellet,
P) durch Zentrifugation getrennt. Die Proteine wurden
anschließend elektrophoretisch aufgetrennt und per Wes-
tern Blot detektiert. Als Ladekontrolle ist die lo¨sliche
große Untereinheit von RubisCO (RbcL) gezeigt. Die Ban-
de mit etwas ho¨herem Molekulargewicht in den Pellet-
Fraktionen stammt von einem anderen, membrangebun-
denen Protein.
des WT-OHP1-Konstruktes aber wieder WT-Mengen akkumulierten (Abb. 3.16 C). In den OHP1-
AAA-Linien war etwas weniger HCF244 als im WT detektierbar, die Gehalte u¨bertrafen aber in
der Regel die in der ohp1-Mutante nachweisbaren Mengen. Ein Beitrag des verringerten HCF244-
Proteins zur mangelnden Komplementationsfa¨higkeit des OHP1-AAA-Konstrukts kann daher als
unwahrscheinlich angesehen werden.
Um zu u¨berpru¨fen, ob die unterschiedlichen Mengen an OHP1 in den verschiedenen Linien durch
unterschiedliche Expressionslevel der OHP1-mRNA hervorgerufen wurden, wurde fu¨r ausgewa¨hlte
Linien die relative OHP1-Expression im Vergleich zum WT bestimmt. Es zeigte sich, dass die Linie
OHP1-AAA #42 ein a¨hnliches Expressionslevel von OHP1 wie die Linie OHP1-WT #15 aufwies
(Abb. 3.16 D), aber trotzdem das 3-fache an Protein im Vergleich zum WT akkumulierte. Die Linie
OHP1-AAA #59, in welcher eine mehr als 150-fache Anreicherung von OHP1 detektiert wurde,
wies trotzdem nur eine moderat erho¨hte OHP1-Proteinmenge auf. Die OHP2-Expression in den
verschiedenen Linien war im Wesentlichen unvera¨ndert.
3.7.2.3 Interaktion von OHP1-AAA mit OHP2
Beide OHPs interagieren vermutlich innerhalb der Thylakoidmembran mit ihren Transmembran-
helices miteinander, was eine ra¨umliche Na¨he der Chl-Bindemotive beider Proteine wahrscheinlich
macht. Die mangelnde Komplementationsfa¨higkeit des OHP1-AAA-Proteins fu¨hrte daher zuna¨chst
zur Frage, ob die OHP1-AAA-Variante immer noch membrangebunden vorlag, oder ob eventu-
ell die Mutation in der TMH die Insertion in die Thylakoidmembran beeintra¨chtigte. Um dies
zu untersuchen, wurden Gesamtproteine aus Blattmaterial in eine lo¨sliche und eine Membran-
fraktion getrennt und die Verteilung von OHP1 und OHP2 analysiert. In allen untersuchten
Linien waren die OHP-Proteine wie im WT ausschließlich in der Membranfraktion nachweisbar
(Abb. 3.17). Anschließend wurde der Frage nachgegangen, ob eine Beeintra¨chtigung der Interaktion
von OHP1-AAA mit OHP2 fu¨r den Pha¨notyp mit verantwortlich sein ko¨nnte. Um zu u¨berpru¨fen,
ob das mutierte OHP1-AAA-Protein noch zur Interaktion mit OHP2 in der Lage war, wurden
OHP1-WT und OHP1-AAA als rekombinante Proteine in E. coli exprimiert und fu¨r einen in vi-
tro-Pulldown-Assay eingesetzt (Abb. 3.18 A). Dabei zeigte sich, dass sowohl OHP1-WT als auch
OHP1-AAA befa¨higt waren, OHP2 aus Dodecylmaltosid (DDM)-solubilisierten WT-Thylakoiden zu
pra¨zipitieren. Von einer positiven Interaktion von OHP1-AAA mit OHP2 kann daher ausgegangen
werden.
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3.7.2.4 Stabilita¨t der OHP1-AAA-Variante
Auffallend in den OHP1-AAA-Linien war die vergleichsweise hohe Akkumulation an OHP1-
Protein, welche in den OHP1-WT-Komplementationslinien sowie in den OHP1-OX-Linien (vgl.
Abb. 3.10) trotz a¨hnlicher OHP1-Expressionslevel nicht auftrat: Bei U¨berexpression von OHP1
konnte in keinem Fall eine so starke U¨berakkumulation des OHP1-Proteins beobachtet werden,
wie es bei den OHP1-AAA-Linien der Fall war. Im Normalfall ist OHP1 in Abwesenheit von OHP2
nicht stabil (Hey et al. 2018a), und zusa¨tzliches OHP1 sollte fu¨r seine Stabilisierung ebenfalls auf
die Bindung zu OHP2 angewiesen sein. Es stellte sich daher die Frage, ob der etwaige U¨berschuss
an OHP1-AAA ungebunden von OHP2 vorlag, und somit (wenigstens partiell) in Abwesenheit
von diesem stabilisiert werden konnte. Daher wurden die Komplementationslinien mit dem VIGS-
OHP2-Konstrukt infiltriert und die Proteinlevel von OHP1 und OHP2 analysiert: Wa¨hrend in den
OHP1-WT-Linien wie im WT das gesamte OHP1 als Folge des Silencings von OHP2 verschwand,
war in den mit VIGS-OHP2 infiltrierten Pflanzen der OHP1-AAA-Linien immer noch OHP1
detektierbar (Abb. 3.18 B). Die Mengen entsprachen sogar anna¨hernd dem WT-OHP1-Level.
Hierbei muss beachtet werden, dass fu¨r den VIGS-Assay eine Anzucht auf Erde no¨tig war und
daher mit (fu¨r die T-DNA) heterozygoten OHP1-AAA-Pflanzen gearbeitet werden musste. Es
kann also nicht mit letzter Sicherheit besta¨tigt werden, dass das verbleibende Protein tatsa¨chlich
die OHP1-AAA-Variante repra¨sentiert. Aufgrund der zuverla¨ssig in VIGS-OHP2 beobachteten
Destabilisierung von WT-OHP1 kann dies aber als wahrscheinlich angenommen werden.
In DDM-solubilisierten Thylakoiden wurden drei OHP1-OHP2-Komplexe verschiedener Gro¨ße
bei der Auftrennung mittels BN-PAGE beobachtet (Hey et al. 2018a). In diesem Zusammenhang
war von Interesse, in welchem dieser Komplexe sich das OHP1-AAA-Protein aufhalten wu¨rde, da
die Interaktion von OHP1-AAA mit OHP2 wie oben beschrieben besta¨tigt werden konnte (vgl.
Abb. 3.18 A). Außerdem sollte der Frage nachgegangen werden, welche Mobilita¨t das ohne OHP2
vorliegende OHP1-AAA-Protein in VIGS-OHP2-Pflanzen aufweisen wu¨rde. Thylakoidmembranen
aus den oben beschriebenen Linien wurden solubilisiert und per BN-PAGE und 2D-SDS-PAGE
elektrophoretisch aufgetrennt, sowie die OHP-Proteine per Western Blot detektiert. Es zeigte
sich, dass das generelle Laufverhalten der OHP-Proteine im BN-Gel den in Hey et al. (2018a)
beschriebenen drei Komplexen entsprach, d.h. sie auf Ho¨he des PSII-Monomers (PSIIm), des
LHCII-Dimers (LHCIId) sowie im freien Protein-Bereich (f.P.) migrierten (Abb. 3.18 C). In der
untersuchten OHP1-AAA-Linie war keine Zunahme von OHP1-Protein in den beiden Komplexen
mit ho¨herem Molekulargewicht zu erkennen. Stattdessen akkumulierte OHP1-Protein stark im un-
teren Bereich des Gels (f.P.), in welchem monomere bzw. durch die Solubilisierung aus Komplexen
herausgelo¨ste Proteine migrieren. Ausschließlich in diesem Bereich war auch OHP1-Protein in den
VIGS-OHP2-infiltrierten OHP1-AAA-Linien detektierbar. Da OHP1 im WT beim Silencing von
OHP2 vollsta¨ndig verschwindet (Hey et al. 2018a), repra¨sentiert dieses Signal OHP1-AAA-Protein,
welches offenbar in Abwesenheit von OHP2 nicht Teil von Komplexen ist, sondern als freies Pro-
tein vorliegt. Dieses Ergebnis unterstu¨tzt die Theorie, dass nicht OHP1, sondern OHP2 fu¨r die




































Abbildung 3.18: Analyse der Stabilita¨t des OHP1-AAA-Proteins und der Interaktion von OHP1-AAA mit OHP2. A,
His-Tag-Pulldown zur U¨berpru¨fung der Interaktion von OHP1-AAA mit OHP2 mittels rekombinant exprimierter
OHP1-WT und OHP1-AAA-Proteine. 100µg rekombinantes Protein wurde an 50µl Ni-NTA-Matrix gebunden und
anschließend mit solubilisierten Thylakoiden inkubiert (100µg Chl, solubilisiert mit 0,5% DDM). Nach intensivem
Waschen wurden die gebundenen Proteine mit 250mM Imidazol eluiert und elektrophoretisch aufgetrennt. B, VIGS-
Assay in den OHP1-Komplementationslinien. Die Linien wurden hierzu unter Langtag-Bedingungen angezogen (16h
Licht, 100 µmol Photonen s−1 m−2) und der VIGS-Assay wie in Hey et al. (2018a) beschrieben durchgefu¨hrt. Da die
fu¨r die OHP1-T-DNA homozygoten OHP1-AAA-Pflanzen wie die ohp1-Mutante nicht auf Erde angezogen werden
konnte, wurden heterozygote OHP1-AAA-Pflanzen fu¨r die Analyse verwendet. OHP2 wurde per VIGS inaktiviert
und Gesamtproteinextrakte mittels SDS-PAGE und Western Blot auf die OHP1- und OHP2-Proteingehalte getestet. C,
BN-PAGE-Analyse des OHP1-OHP2-Komplexes in den OHP1-Komplementationslinien. Thylakoidmembranen aus den
VIGS-Pflanzen (10µg Chl) wurden mit 1% DDM solubilisiert und auf einem BN-Gel aufgetrennt. Nach Denaturierung
der 1. Dimension erfolgte eine Auftrennung per SDS-PAGE in der zweiten Dimension und Western Blot. PSIIm:
PSII-Monomer, LHCIId: LHCII-Dimer, f.P.: freies Protein.
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Die offenbar ho¨here Stabilita¨t des OHP1-AAA-Proteins gegenu¨ber dem WT-OHP1-Protein sowie
der unvollsta¨ndige Abbau in Abwesenheit von OHP2 (VIGS-OHP2) la¨sst sich vermutlich nicht
durch die Expression unter Kontrolle des 35S-Promotors und damit dem stark erho¨hten OHP1-
Transkriptgehalt erkla¨ren: In OHP1-WT-Linien wurde eine a¨hnlich starke OHP1-Expression und
trotzdem nur WT-OHP1-Gehalte beobachtet. Eine Erkla¨rung fu¨r die Stabilita¨t von OHP1-AAA
ist, dass die Protease, welche fu¨r den Abbau von OHP1 (z. B. in Abwesenheit von OHP2), sowie
mo¨glicherweise auch den Abbau anderer Proteine der LHC-Familie verantwortlich ist, das intakte
Chl-Bindemotiv (insbesondere die konservierten Aminosa¨uren) als Erkennungsstelle beno¨tigt.
Alternativ wa¨re denkbar, dass OHP1 wa¨hrend seiner Funktionsausu¨bung z. B. u¨ber gebundene
Pigmente photooxidativ gescha¨digt wird (vergleichbar mit D1) und kontinuierlich abgebaut bzw.
neu synthetisiert wird. Wenn die AAA-Variante aufgrund fehlender Pigmentbindung (vgl. Ab-
schnitt 3.8) entsprechend nicht gescha¨digt und somit nicht abgebaut wu¨rde, ko¨nnte dies eine
Akkumulation des Proteins erkla¨ren.
3.7.2.5 Pha¨notyp der OHP2-AAA-Linien
Wie bei den OHP1-AAA-Linien wurden in den OHP2-AAA-Linien die gleichen konservierten
Aminosa¨uren des Chl-Bindemotivs zu Alanin mutiert. Diese entsprechen bei OHP2 Glutamat 130,
Asparagin 133 und Arginin 135. Wa¨hrend das Einbringen des WT-Konstruktes den drastischen
makroskopischen Pha¨notyp der ohp2-Mutante revertieren konnte, traf dies auf das OHP2-AAA-
Konstrukt nur partiell zu: Pflanzen der Linien #39 und #44 mit homozygotem ohp2-Hintergrund
(und WT-artigem OHP2-Gehalt) waren zwar deutlich gro¨ßer als die ohp2-Mutante, aber trotzdem
noch deutlich wachstumsverzo¨gert und schwa¨cher pigmentiert als der WT (Abb. 3.19 A). Die
Homozygotie hinsichtlich der T-DNA-Insertion im OHP2-Gen wurde mittels Genotypisierungs-
PCR fu¨r alle Linien besta¨tigt (Abb. 3.19 B). Auf Proteinebene konnte gezeigt werden, dass die
OHP2-AAA-Linien #39 und #44 (sowie die OHP2-WT-Linien) in etwa WT-Gehalte von OHP2
akkumulierten (Abb. 3.19 C). Mit dem WT-artigen Gehalt an OHP2-AAA ging auch ein leicht
gegenu¨ber ohp2 erho¨hter Gehalt an D1 einher. Der HCF244-Gehalt in den OHP2-AAA-Linien
erho¨hte sich ebenfalls im Vergleich zu ohp2, auch wenn nicht ganz WT-a¨hnliche Mengen erreicht
wurden. Zusammenfassend kann bei den OHP2-AAA-Linien von einer partiellen Komplementation
des ohp2-Pha¨notyps gesprochen werden.
3.7.2.6 Interaktion von OHP2-AAA mit OHP1 und HCF244
Wie bei OHP1-AAA bestand auch fu¨r die OHP2-AAA-Variante die Frage, ob eine Interaktion
mit OHP1 durch die Aminosa¨ureaustausche in der fu¨r die Interaktion verantwortlichen TMH
noch mo¨glich war. Um dies zu verifizieren, wurden wie oben OHP2-WT und OHP2-AAA als
rekombinante Proteine in E. coli exprimiert und fu¨r einen in vitro-Pulldown-Assay eingesetzt
(Abb. 3.20 A). Es ergab sich, dass sowohl OHP2-WT als auch OHP2-AAA in der Lage waren, OHP1
aus DDM-solubilisierten WT-Thylakoiden zu pra¨zipitieren. Von einer positiven Interaktion von




















































Abbildung 3.19: Komplementation von ohp2 mit einer Chlorophyllbindemotivmutante. Die ohp2-Mutante wurde
mit einem Wildtyp-Konstrukt (WT) sowie einer OHP2-Variante mit drei Aminosa¨ure-Austauschen zu Alanin im
Chl-Bindemotiv (AAA) komplementiert. Die mutierten Aminosa¨uren waren Glutamat 130, Asparagin 133 und Ar-
ginin 135. Die Expression der mutierten cDNA-Sequenz erfolgte unter Kontrolle des 35S-Promotors. A, Pha¨notyp
der untersuchten Linien. Die Anzucht erfolgte fu¨r 3 Wochen auf 2% Saccharose enthaltendem 1/2-MS-Medium unter
Dauerlicht-Bedingungen (100 µmol Photonen s−1 m−2). B, Genotypisierungs-PCR zur Besta¨tigung der Homozygotie
der untersuchten Komplementationslinien. C, Western Blot-Analyse der Komplementationslinien. Gesamtproteinex-
trakte wurden elektrophoretisch aufgetrennt, geblottet und mit Antiko¨rpern inkubiert. Als Ladekontrolle ist die große
Untereinheit von RubisCO (RbcL) gezeigt.
Die Interaktion von HCF244 mit OHP2-AAA konnte mit diesem experimentellen Ansatz nicht
eindeutig besta¨tigt werden, da HCF244 auch in der Negativkontrolle (Ni-NTA-Matrix ohne Ko¨der-
Protein) an das Sa¨ulenmaterial band (Daten nicht gezeigt). Daher wurde zur Untersuchung der
Interaktion ein BiFC-Experiment durchgefu¨hrt, mit welchem bereits die Lokalisierung der Inter-
aktionsstelle innerhalb OHP2 gegenu¨ber HCF244 gezeigt werden konnte (Hey et al. 2018a). Die
Expression von OHP2-AAA zusammen mit HCF244 als splitYFP-Fusionsproteine in N. benthamiana-
Bla¨ttern fu¨hrte wie in der Kontrolle (OHP2-WT mit HCF244) zu detektierbarer YFP-Fluoreszenz im
Chloroplasten. Daher kann die Interaktion von HCF244 mit der OHP2-AAA-Variante als besta¨tigt
angesehen werden.
3.7.3 Komplementation von ohp2 mit einer membrangebundenen HCF244-Variante
OHP2 ist wesentlich fu¨r die Stabilita¨t von HCF244 (Hey et al. 2018a), vermutlich indem es HCF244
an die Thylakoidmembran bindet und dadurch stabilisiert bzw. vor Proteasen schu¨tzt (Link et al.
2012; Hey et al. 2018a). Das Vorhandensein von sowohl OHP2 als auch HCF244 wiederum ist
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Abbildung 3.20: Interaktion von OHP2-AAA mit OHP1 und HCF244. A, His-Tag-Pulldown zur U¨berpru¨fung der
Interaktion von OHP2-AAA mit OHP1 mittels rekombinant exprimierter OHP2-WT und OHP2-AAA-Proteine. 100µg
rekombinantes Protein wurde an 50µl Ni-NTA-Matrix gebunden und anschließend mit solubilisierten Thylakoiden
inkubiert (100µg Chl, solubilisiert mit 0,5% DDM). Nach intensivem Waschen wurden die gebundenen Proteine mit
250mM Imidazol eluiert und elektrophoretisch aufgetrennt. B, BiFC-Experiment zur Untersuchung der Interaktion
von OHP2-AAA mit HCF244. Beide Proteine wurden als Fusionsproteine mit den N- und C-terminalen splitYFP-
Ha¨lften (YFPN bzw. YFPC) in Nicotiana benthamiana-Bla¨ttern exprimiert und die Fluoreszenz mit einem LSM800-
Konfokalmikroskop (Zeiss) analysiert. Die inverse Kombination fu¨hrte zum gleichen Ergebnis. Der Maßbalken entspricht
20µm.
Bedingung fu¨r eine effektive OHP1-Stabilisierung, wie die Analysen der hcf244-Mutante bzw.
der hcf244/OHP2-OX-Linien zeigten (vgl. Abb. 3.11 C). Durch die wechselseitige Stabilisierung
wird die spezifische Funktionsbeschreibung von OHP1 und OHP2 gegenu¨ber der Funktion von
HCF244 erschwert. Die OHP2-vermittelte Membranverankerung und dadurch Stabilisierung von
HCF244 warf daher die Frage auf, ob eine membrangebundene HCF244-Variante mo¨glicherweise in
Abwesenheit der OHPs, d.h. in der ohp2-Mutante stabil sein ko¨nnte. Falls eine membrangebundene
HCF244-Variante zur Wiederherstellung der HCF244-Funktionalita¨t fu¨hren wu¨rde, ko¨nnte dies
eventuell fu¨r eine (mindestens partielle) Komplementation von ohp2 ausreichen.
3.7.3.1 Pha¨notyp der ohp2 /HCF244-TMHtAPX-Linien
HCF244 wurde am C-Terminus mit der TMH der thylakoidgebundenen Ascorbatperoxidase (tAPX,
At1g77490, bp 1105-1278 der CDS) fusioniert und das Fusionskonstrukt unter der Kontrol-
le des 35S-Promotors im ohp2-Hintergrund exprimiert. Die pha¨notypische Analyse von zwei
unabha¨ngigen Linien (ohp2/HCF244-TMHtAPX #03 und #05) zeigte, dass Pflanzen mit homo-
zygotem ohp2-Hintergrund in Bezug auf ihr gedrungenes Wachstum und die Pigmentierung
der ohp2-Mutante a¨hnelten, obgleich sie bei gleichem Alter signifikant weiter entwickelt waren
(Abb. 3.21 A). Die Homozygotie der untersuchten Linien wurde mittels Genotypisierungs-PCR
besta¨tigt (Abb. 3.21 B).
Bei der Untersuchung der Proteinlevel konnte eine Akkumulation des HCF244-Fusionsproteins
in den HCF244-TMHtAPX-Komplementationslinien beobachtet werden, auch wenn nicht das WT-
HCF244-Level (bzw. das Level in den OHP2-WT-Linien) erreicht wurde (Abb. 3.21 C). Grundsa¨tzlich
scheint eine Membranverankerung von HCF244 die Stabilita¨t des Proteins auch in Abwesenheit
von OHP2 (sowie OHP1) zu ermo¨glichen. Es ist aber zu beachten, dass Pflanzen der Komplemen-
tationslinien mit heterozygotem ohp2-Hintergrund eine U¨berakkumulation des Fusionsproteins
im Vergleich zum WT-HCF244-Gehalt aufwiesen (nicht gezeigt), und die Stabilita¨t von HCF244-
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Abbildung 3.21: Komplementation von ohp2 mit einer membrangebundenen HCF244-Variante. HCF244 wurde C-
terminal mit der Transmemhelix der tAPX fusioniert und unter Kontrolle des 35S-Promotors in der ohp2-Mutante
exprimiert. A, Pha¨notyp der untersuchten Linien. Die Anzucht erfolgte fu¨r 3 Wochen auf 2% Saccharose enthal-
tendem 1/2-MS-Medium unter Dauerlicht-Bedingungen (100 µmol Photonen s−1 m−2). B, Genotypisierungs-PCR zur
Besta¨tigung der Homozygotie der untersuchten Komplementationslinien. C, Western Blot-Analyse der Komplementa-
tionslinien. Gesamtproteinextrakte wurden elektrophoretisch aufgetrennt, geblottet und mit Antiko¨rpern inkubiert.
Als Ladekontrolle ist die große Untereinheit von RubisCO (RbcL) gezeigt. Zwei unabha¨ngige Proteinproben fu¨r beide
HCF244-TMHtAPX-Komplementationslinien wurden geladen.
Der D1-Gehalt in den Komplementationslinien erho¨hte sich im Vergleich zu ohp2 nicht (Abb. 3.21 C).
Dass trotz der deutlichen Anreicherung von HCF244 im Vergleich zu ohp2 nicht einmal eine par-
tielle Komplementation erreicht werden konnte, deutet darauf hin, dass die HCF244-Funktion
in Abwesenheit der OHPs nicht fu¨r die Wiederherstellung der D1-Synthese ausreicht. Trotzdem
sollte die partielle Komplementation auf Ebene des makroskopischen Pha¨notyps nicht unerwa¨hnt
bleiben. Die partielle pha¨notypische Komplementation ko¨nnte in einem stabilisierenden Einfluss
des HCF244-Proteins auf andere Proteine begru¨ndet sein.
3.7.3.2 Pha¨notyp der hcf244 /HCF244-TMHtAPX-Linien
Um auszuschließen, dass die fehlende Komplementationsfa¨higkeit des HCF244-TMHtAPX-Kons-
truktes auf eine Inaktivita¨t des Fusionsproteins zuru¨ckzufu¨hren war, wurde ebenfalls die hcf244-
Mutante mit dem HCF244-TMHtAPX-Konstrukt transformiert. Die pha¨notypische Analyse von
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Abbildung 3.22: Komplementation von hcf244 mit einer membrangebundenen HCF244-Variante. HCF244 wurde
C-terminal mit der Transmemhelix der tAPX fusioniert und unter Kontrolle des 35S-Promotors in der hcf244-Mutante
exprimiert. A, Pha¨notyp der untersuchten Linien. Die Anzucht erfolgte fu¨r 3 Wochen auf 2% Saccharose enthaltendem
1/2-MS-Medium unter Dauerlicht-Bedingungen (100 µmol Photonen s−1 m−2). B, Western Blot-Analyse der Komplemen-
tationslinien. Gesamtproteinextrakte wurden elektrophoretisch aufgetrennt, geblottet und mit Antiko¨rpern inkubiert.
Als Ladekontrolle ist die große Untereinheit von RubisCO (RbcL) gezeigt.
drei unabha¨ngigen Linien zeigte, dass die Expression der HCF244-TMHtAPX-Variante den hcf244-
Mutantenpha¨notyp vollsta¨ndig komplementieren konnte (Abb. 3.22 A). Die Analyse der Proteinle-
vel ergab in den Komplementationslinien im Vergleich zur hcf244-Mutante wieder WT-a¨hnliche
Gehalte von D1, OHP2 und OHP1 (Abb. 3.22 B). Die Menge der HCF244-TMHtAPX-Variante lag in
den charakterisierten Linien leicht u¨ber der HCF244-Menge im WT (Abb. 3.22 B). Zusammenge-
nommen kann ausgesagt werden, dass die HCF244-TMHtAPX-Variante aktiv ist, und die fehlende
Komplementationsfa¨higkeit des Konstruktes im ohp2-Hintergrund daher auf die Abwesenheit der
OHPs zuru¨ckzufu¨hren ist. Außerdem wird die notwendige Interaktion von HCF244 zu den OHPs
durch die Fusion von HCF244 mit der TMHtAPX vermutlich nicht beeintra¨chtigt.
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3 Weiterfu¨hrende Ergebnisse
3.8 Chlorophyllbindestudien mit rekombinanten OHP-Proteinen
Wie oben dargelegt findet die Chl-Bindung bei den Proteinen der LHC-Familie nach bisherigem
Wissensstand stets an zwei X-fo¨rmig in der Thylakoidmembran angeordneten LHC-TMHs statt
(Abschnitt 1.3.4). Diese ko¨nnen wie bei den cyanobakteriellen Hlips (HliC/HliD) bzw. beim LIL3-
Protein ho¨herer Pflanzen von zwei verschiedenen Proteinen stammen, die ein Dimer bilden, oder
wie bei den LHCPs Teil des selben Proteins sein. Da fu¨r die OHPs eine exklusive Heterodimerisie-
rung beschrieben wurde (Hey et al. 2018a), und die konservierten, in LHCII an der Chl-Bindung
beteiligten Aminosa¨uren sich als unabdingbar fu¨r die Funktion der OHPs herausstellten (Abb. 3.16,
3.19), obwohl gleichzeitig die Fa¨higkeit zur Heterodimerisierung (und im Fall von OHP2-AAA auch
die Interaktion mit HCF244) nicht beeintra¨chtigt war, wurde die folgende Arbeitshypothese aufge-
stellt: Eine Chl-Bindung sollte der Beteiligung beider OHPs in a¨quimolarem Verha¨ltnis bedu¨rfen
und auf das Vorhandensein der konservierten Aminosa¨uren angewiesen sein. Die Kombination
von WT- und AAA-OHP-Proteinvarianten sollte zudem die Fa¨higkeit zur Chl-Bindung verringern
oder sogar verhindern.
3.8.1 Methodenetablierung mittels Rekonstitution von LHCB1.1
Zur Untersuchung der Chl-Bindung wurde ein in vitro-Rekonstitutionsansatz ausgewa¨hlt, der fu¨r
die LHCPs bereits erfolgreich angewendet wurde (Natali et al. 2014, u.a.). Rekombinant expri-
miertes LHCII-Protein in Inclusion Bodies wird dabei denaturierend solubilisiert, mit Pigmenten
und nichtionischen Detergenzien inkubiert, und abschließend wird die Einnahme der nativen
Konformation unter Bindung von Pigmenten ermo¨glicht. Die rekonstituierten LHCII-Proteine
werden dann u¨ber eine His-Tag-Affinita¨tschromatographie aufgereinigt und von ungebundenen
Pigmenten getrennt (fu¨r eine ausfu¨hrliche Beschreibung der Methode siehe Abb. 3.23 A). Um die
von Natali et al. (2014) beschriebene Methode zu etablieren, wurde sie mit LHCB1.1 (At1g29920)
getestet: Nach Beladen der Ni-NTA-Sa¨ule mit dem rekonstituierten Protein und Waschen der Sa¨ule
war eine dunkelgru¨n gefa¨rbte Bande am oberen Ende der Sa¨ule zu sehen, die beim Spu¨len der
Sa¨ule mit 500mM Imidazol eluierte (Abb. 3.23 B). Der restliche Teil der Sa¨ule hatte nach dem
Waschen wieder die fu¨r Ni-NTA-Matrix typische hellblaue Fa¨rbung angenommen, was auf das
erfolgreiche Auswaschen ungebundener Pigmente hindeutete.
Die Analyse des Eluats mittels Clear Native-PAGE (CN-PAGE) zeigte die Anwesenheit pigmentierter
Proteinkomplexe von der Gro¨ße nativer LHC-Monomere und Dimere, sowie das Vorliegen ho¨herer
Oligomere (Abb. 3.23 C). LHCII bindet in der Regel 8 Chl a-, 6 Chl b-, 2 Lutein-, 1 Neoxanthin-
und 1 Violaxanthin-Moleku¨l(e) (Liu et al. 2004). Die Analyse des Eluats mittels HPLC ergab fu¨r
zwei unabha¨ngige Rekonstitutionsansa¨tze eine bis auf den verringerten Anteil an Violaxanthin mit
den Literaturwerten vergleichbare, relative Pigmentzusammensetzung (Tab. 3.1). Von der Zusam-
mensetzung der eingesetzten Pigmentmischung unterschied sich das rekonstituierte LHCB1.1 vor
allem auffallend durch eine Anreicherung an Chl b, Lutein und Neoxanthin.
Im nativen LHCII wird die von den Chl b-Moleku¨len aufgenommene Anregungsenergie an Chl a
weitergegeben. Bei korrekter Faltung und Inkorporation der Pigmente sollte daher bei Anregung
von Chl b (470nm) des nativen Komplexes ausschließlich Chl a-Fluoreszenz (680nm) detektierbar
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Abbildung 3.23: Rekonstitution von LHCB1.1 mit Pigmenten. Kontroll- und Vorexperiment fu¨r die Analyse der
Pigmentbindung der OHPs. LHCB1.1 (At1g29920) wurde rekombinant exprimiert, mit Pigmenten rekonstituiert
und die Pigmentbindung analysiert. A, Schema der Rekonstitution nach Natali et al. (2014). (a) LHCB1-Proteine
in angereicherten Inclusion Bodies werden mit Lithiumdodecylsulfat (LDS) solubilisiert. (b) Octylglykosid (OG) und
Pigmente werden hinzugefu¨gt, es kommt zur Bildung gemischter Micellen. Pigmente lagern sich in die Micellen ein
und an die Proteine an. (c) Durch Zugabe von Kaliumchlorid wird unlo¨sliches Kaliumdodecylsulfat gebildet und
ausgefa¨llt. LHCB1 kann in Gegenwart von Pigmenten und OG seine native Konformation annehmen. Anschließend
erfolgt eine Aufreinigung mittels His-Tag-Affinita¨tschromatographie zur Abtrennung ungebundener Pigmente. B,
Verlauf der Elution der His-Tag-Affinita¨tschromatographie. Die sich nach Beladen und Auswaschen freier Pigmente am
oberen Ende der Sa¨ule (HisTrap HP 1ml, GE) befindlichen, rekonstituierten LHCB1.1-Proteine wurden durch Spu¨len
der Sa¨ule mit 500mM Imidazol eluiert. C, CN-PAGE-Analyse der rekonstituierten LHCB1.1-Proteine. Die CN-PAGE
wurde nach Ja¨rvi et al. (2011) mit 0,3% Desoxycholat (DOC) in der Probe und 0,05% DOC sowie 0,06% DDM im
Kathodenpuffer durchgefu¨hrt. Zum Gro¨ßenvergleich wurden DDM-solubilisierte Thylakoide aufgetrennt. Anschließend
wurde mit einem PAM-Imager (FluorCam 700MF, Photon Systems Instruments) die Fluoreszenz der Banden visualisiert.
M bezeichnet das LHCB1.1-Monomer, D das Dimer. D/E, Emissions-Fluoreszenzspektroskopie der rekonstituierten
LHCB1.1-Proteine. Die Fluoreszenz der nativen Komplexe (D) bzw. der Pigmente nach Extraktion mit Aceton (E) wurde
nach Anregung bei den angegebenen Wellenla¨ngen bestimmt. Anregungswellenla¨ngen: 440nm: Chl a; 460/470nm:
Chl b; 500nm: Carotinoide.
Tabelle 3.1: Relativer Pigmentgehalt des rekonstituierten LHCB1.1-Proteins. Der von Liu et al. (2004) fu¨r LHCB
bestimmte Pigmentgehalt ist als Referenz angefu¨hrt (Literatur), und die mittels HPLC bestimmten Pigmentmengen von
zwei unabha¨ngigen Experimenten sowie von der fu¨r die Rekonstitution eingesetzten Gesamtpigmentlo¨sung wurden
zum Vergleich auf einen Gehalt von 8 Chl a-Moleku¨len normalisiert.
Experiment
Pigment
Chl a Chl b Lutein Neoxanthin Violaxanthin
#1 8,0 6,0 2,0 1,0 0,2
#2 8,0 5,1 1,5 0,7 0,5
Pigmentlo¨sung 8,0 2,9 1,3 0,4 1,5
Literatur 8 6 2 1 1
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sein. Emissions-Fluoreszenzspektroskopische Messungen zeigten genau diesen erwarteten Effekt
(Abb. 3.23 D). Zudem wurde auch die u¨ber die Carotinoide aufgenommene Energie (500nm) u¨ber
Chl a-Fluoreszenz wieder emittiert (Abb. 3.23 D). Die Analyse der Chl-Fluoreszenz nach Extraktion
der Pigmente in Aceton zeigte sowohl Chl a- als auch Chl b-spezifische Emission bei Anregung
mit den entsprechenden Wellenla¨ngen (Anregung bei 440 bzw. 460nm, Emission bei 680 bzw.
650nm, Abb. 3.23 E), wie es fu¨r freie Pigmente zu erwarten war. Zusammenfassend konnte die
Rekonstitutions-Methode fu¨r LHCB1.1 erfolgreich angewandt werden, sodass als na¨chster Schritt
der Versuch der Rekonstitution der OHPs unternommen wurde.
3.8.2 Rekonstitution von OHP1/OHP2
Die Anwendung des Rekonstitutionsansatzes auf die OHPs verlangte zwei Anpassungen des
Protokolls: Zum einen befanden sich die rekombinanten OHPs im Gegensatz zu LHCB1.1 nicht
in Inclusion Bodies, sondern in den nach der Zelllyse und Zentrifugation pelletierten E. coli-
Membranfraktionen. Diese wurden fu¨r die OHP1/OHP2-Doppelrekonstitutions-Experimente
in entsprechend a¨quimolaren Mengen beider Proteine eingesetzt, da wie oben beschrieben eine
ausschließliche Pigmentbindung des OHP-Heterodimers vermutet wurde. Abgesehen von diesen
Abweichungen wurde dem Protokoll von Natali et al. (2014) exakt gefolgt.
Die wiederholte Rekonstitution der OHP1-WT/OHP2-WT-Kombination ergab in drei unabha¨ngigen
Experimenten reproduzierbar eine dunkelgru¨ne Bande am oberen Ende der Ni-NTA-Sa¨ule, welche
beim Waschen mit 500mM Imidazol eluierte (Abb. 3.24 C/F, Experiment #2 und #3). Im Gegensatz
dazu war sowohl bei der Rekonstitution der einzelnen OHP-WT-Proteine (Abb. 3.24 A/B, Experi-
ment #2) als auch bei der Rekonstitution der beiden mo¨glichen OHP-WT/AAA-Kombinationen
(Abb. 3.24 D/E, Experiment #3) nur eine schwach gru¨ne Bande wa¨hrend der Elution sichtbar. Glei-
che Mengen an Eluat wurden aufgefangen, welche sich erwartungsgema¨ß als visuell verschieden
stark pigmentiert erwiesen (Abb. 3.24 G/H). Die Auftrennung identischer Volumina des Eluats
mittels SDS-PAGE ergab, dass in den einzelnen Ansa¨tzen eines Experiments vergleichbare Mengen
der jeweiligen OHPs enthalten waren (Abb. 3.24 I/J). Die geringere Pigmentierung von OHP1-
bzw. OHP2-WT und OHP1-AAA/OHP2-WT bzw. OHP1-WT/OHP2-AAA gegenu¨ber der OHP1-
WT/OHP2-WT-Kombination ist daher nicht durch den Einsatz bzw. die Rekonstitution geringerer
Proteinmengen erkla¨rbar. Ein vergleichbarer Proteingehalt bei unterschiedlicher Pigmentierung
schla¨gt sich auch in den deutlich abweichenden Chl a zu Protein-Verha¨ltnissen der Eluate nieder
(Abb. 3.24 G/H).
Die Auftrennung gleicher Eluat-Volumina auf CN-Gelen ergab fu¨r den OHP1-WT/OHP2-WT-
Ansatz pigmentierte Banden verschiedener Gro¨ße, wobei interessanterweise nur die unterste dieser
Banden eine mittels PAM-Imager detektierbare Fluoreszenz besaß (Abb. 3.25 A/B). Das Banden-
muster der beiden OHP1-WT/OHP2-WT-Ansa¨tze aus Experiment #2 und #3 war vergleichbar.
Wie LHCB1.1 wurde auch das OHP1-WT/OHP2-WT-Eluat Fluoreszenz-spektroskopisch analy-
siert. (Die selben Analysen wurden zwar auch mit allen anderen Eluaten durchgefu¨hrt. Da diese
Rekonstitutionen aber als nicht erfolgreich angesehen wurden, sind die entsprechenden Daten hier
nicht aufgefu¨hrt.) Wa¨hrend die Anregung von Chl a (440nm) im nativen Komplex wie erwartet
zu Chl a-Emission bei 678nm fu¨hrte, ergab die Anregung von Chl b (470nm) sowohl Chl a- als
84
















pmol Chl a / 
µg Protein
























Abbildung 3.24: Rekonstitution von OHP1/OHP2 mit Pigmenten. A-F, Verlauf der Elution der His-Tag-
Affinita¨tschromatographie. Die sich nach Beladen und Auswaschen freier Pigmente am oberen Ende der Sa¨ule (HisTrap
HP 1ml, GE) befindlichen, rekonstituierten OHP-Proteine/Komplexe wurden durch Spu¨len der Sa¨ule mit 500mM
Imidazol eluiert. A-C repra¨sentieren dabei Experiment #2, D-F Experiment #3 (vgl. Tab. 3.2). G/H, Fa¨rbung der Eluate
der His-Tag-Affinita¨tschromatographie. G zeigt die zu A-C geho¨rigen Eluate, H diejenigen von D-F. Angegeben sind
ebenfalls die relativen Chl a zu Protein-Verha¨ltnisse der Eluate in pmol Chl a µg-1 Protein. I/J, Analyse der Eluate

























































































































Abbildung 3.25: Analyse der rekonstituierten OHP1/OHP2-Komplexe. A/B, CN-PAGE-Analyse der Eluate der
OHP1/OHP2-Rekonstitutionsexperimente. Gleiche Volumina der Eluate aus Experiment #2 (A, vgl. Tab. 3.2), bzw.
Experiment #3 (B) wurden nach Ja¨rvi et al. (2011) mit 0,3% DOC in der Probe und 0,05% DOC sowie 0,06% DDM im
Kathodenpuffer auf CN-Gelen aufgetrennt. Anschließend wurde mit einem PAM-Imager die Fluoreszenz der gru¨nen
Banden visualisiert. C/D, Emissions-Fluoreszenzspektroskopie des OHP1-WT/OHP2-WT-Eluats (aus Experiment #2).
Die Fluoreszenz der nativen Komplexe (C) bzw. der Pigmente nach Extraktion mit Aceton (D) wurde nach Anregung
bei den angegebenen Wellenla¨ngen bestimmt. Anregungswellenla¨ngen: 440nm: Chl a; 460/470nm: Chl b; 500nm:
Carotinoide. E, Exzitations-Fluoreszenzspektroskopie des OHP1-WT/OHP2-WT-Eluats (aus Experiment #2). Die Fluo-
reszenz der nativen Komplexe wurde bei 678nm (Chl a) bzw. 660nm (Chl b) nach Anregung im Bereich von 350-500nm
gemessen. Die Inlays in C und E zeigen die jeweiligen normierten Spektren. F, Exzitations-Fluoreszenzspektroskopie
von Chl a und b (einzeln), bzw. Absorptionsspektroskopie von β-Car und Lutein (a¨quimolare Mischung) in Aceton. Die
Fluoreszenz von Chl (Emission bei 671nm fu¨r Chl a und 655nm fu¨r Chl b) bzw. die Absorption der Carotinoide wurde
im Bereich von 350-500nm gemessen und ist normiert dargestellt.
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Tabelle 3.2: Relativer Pigmentgehalt der rekonstituierten OHP1/OHP2-Proteine. Die mittels HPLC fu¨r die einzelnen
Ansa¨tze und die eingesetzte Pigmentlo¨sung bestimmten Pigmentgehalte wurden zum Vergleich auf 6 Chl a-Moleku¨le
normalisiert. Die Daten von drei unabha¨ngigen Rekonstitutionsexperimenten mit einer a¨quimolaren Menge an beiden
OHPs, sowie je ein Experiment der einzelnen OHPs bzw. der beiden mo¨glichen OHP-WT/AAA-Kombinationen sind
gezeigt. Zum Vergleich sind Literaturdaten der Hlip-Chl-Bindung angegeben. Die Zahlen in Klammern bei HliC/HliC
ergeben sich bei einer Normalisierung auf 6 Chl a-Moleku¨le. n.d.: nicht detektierbar.
Experiment
Pigment
Chl a Chl b β-Carotin Lutein Neoxanthin
OHP1-WT/OHP2-WT #1 6,0 1,0 0,9 1,0 n.d.
#2 6,0 0,8 0,8 1,3 n.d.
#3 6,0 1,2 0,7 1,1 n.d.
Mittelwert 6,0 1,0±0,2 0,8±0,1 1,1±0,1 —
OHP1-WT (Exp. #2) 6,0 0,8 0,4 1,1 0,6
OHP2-WT 6,0 1,6 0,4 1,5 1,0
OHP1-AAA/OHP2-WT (Exp. #3) 6,0 2,5 0,2 0,3 0,2
OHP1-WT/OHP2-AAA 6,0 2,0 0,2 0,4 0,4
Pigmentlo¨sung 6,0 2,1 0,2 1,0 0,3
HliC/HliD (Staleva et al. 2015) 6 — 2 — —
HliC/HliC (Shukla et al. 2018) 4 (6) — 2 (3) — —
auch Chl b- Emission (660nm). Dabei war der Anteil der u¨ber Chl a emittierten Fluoreszenz ho¨her
als der von Chl b (Abb. 3.25 C). Aufgrund dieser Beobachtung, sowie der Tatsache, dass Chl a
bei 470nm so gut wie keine Absorption aufweist (Abb. 3.25 F), kann fu¨r den rekonstituierten
OHP1-WT/OHP2-WT-Komplex eine Energieu¨bertragung von Chl b auf Chl a angenommen werden.
Da trotzdem noch Chl b-Fluoreszenz detektierbar war, ist die Energieu¨bertragung aber vermutlich
ineffektiv oder findet nicht ausgehend von allen im Eluat vorliegenden Chl b-Moleku¨len statt.
Die spektroskopische Analyse der Aceton-extrahierten Pigmente zeigte wie erwartet Chl a- und
Chl b-Fluoreszenz bei Anregung mit den spezifischen Wellenla¨ngen mit einem im Vergleich zu
LHCB1.1 ho¨herem Chl a zu Chl b-Verha¨ltnis (Abb. 3.25 D).
Die Anregung der Carotinoide bei 500nm ergab (im Vergleich zu LHCB1.1) nur eine minimale
Chl a-Emission (Abb. 3.25 C), wobei die Normierung der Spektren zeigte, dass die Anregungsener-
gie ausschließlich u¨ber Chl a-Fluoreszenz wieder emittiert wurde. Bei der Analyse der nativen
Komplexe mittels Exzitations-Fluoreszenzspektroskopie fiel auf, dass die Chl b-Anregung im
Bereich von 420-480nm (bei Messung der Emission um 660nm) (Abb. 3.25 E, siehe besonders das
Inlay) nicht der alleinigen Anregung freier Chl b-Moleku¨le entsprach (Abb. 3.25 F): Die Anregung
von Chl b in diesem Bereich a¨hnelte auffallend der Absorption einer a¨quimolaren Mischung von
β-Car und Lutein (vgl. Abb. 3.25 F; die Absorptionsmaxima der freien Carotinoide in Aceton
sind vermutlich gegenu¨ber den gebundenen Pigmenten in den roten Spektralbereich verschoben),
sodass von einer Energieu¨bertragung der Carotinoide auch auf Chl b ausgegangen werden kann.
Das HliD-Dimer (bzw. HliC/HliD) bindet 6 Chl a- und 2 β-Car-Moleku¨le (Staleva et al. 2015). Um
diese Werte mit den mittels HPLC bestimmten Pigmentgehalten der OHP-Rekonstitutionsansa¨tze
vergleichen zu ko¨nnen, wurden die Werte der letzteren auf 6 Chl a-Moleku¨le normiert (Tab. 3.2).
Fu¨r die drei unabha¨ngigen OHP1-WT/OHP2-WT-Experimente ergaben sich dabei sehr a¨hnliche
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Werte von im Mittel 1 Chl b-, 1 β-Car- und 1 Lutein-Moleku¨l pro 6 Moleku¨len Chl a. Dies bedeutet
gegenu¨ber der ebenfalls auf 6 Chl a normierten Pigmentlo¨sung eine Abreicherung von Chl b
und Neoxanthin (letzteres war nicht mehr im Eluat detektierbar) sowie eine Anreicherung von
β-Car (Tab. 3.2). Im Gegensatz dazu entsprach der relative Pigmentgehalt der OHP-WT/AAA-
Kombinationen (Experiment #3) mit Ausnahme eines verringerten Lutein-Gehalts exakt der Zusam-
mensetzung der Pigmentlo¨sung, was auf eine unspezifische Bindung der Pigmente an die Proteine
hindeutet. In keiner der Rekonstitutionen konnte Violoxanthin nachgewiesen werden, obwohl die
Pigmentlo¨sung signifikante Mengen dieses Pigments enthielt (1 Moleku¨l pro 6 Moleku¨len Chl a,
vgl. Tab. 3.1).
Die OHP-Einzel-Rekonstitutionsansa¨tze (Experiment #2) enthielten mit der Pigmentlo¨sung ver-
gleichbare Mengen an β-Car und vergleichbar hohe Gehalte an Neoxanthin. Chl b zeigte aber
wie OHP1-WT/OHP2-WT eine Abreicherung. Hierbei muss allerdings angemerkt werden, dass
die mittels HPLC detektierten Pigmentmengen in den Einzelansa¨tzen nur knapp oberhalb der
Nachweisgrenze lagen, und daher die Quantifizierung mit Vorsicht zu betrachten ist. Außerdem
sollte nicht u¨bersehen werden, dass wie beschrieben der spezifische Pigmentgehalt (d.h. pmol Chl a
µg-1 Protein) der Einzel- bzw. OHP-WT/AAA-Rekonstitutionen deutlich unter dem der OHP1-
WT/OHP2-WT-Rekonstitutionen lag (Abb. 3.24 G/H). Insofern kann bei Betrachtung der jeweils
im Vergleich zu den Kontrollansa¨tzen zur OHP1-WT/OHP2-WT-Kombination a¨hnlichen, relati-
ven Gehalte der einzelnen Pigmente nicht auf eine vergleichbare Bindungsfa¨higkeit geschlossen
werden. Es ist im Gegenteil davon auszugehen, dass der Großteil der im Eluat enthaltenen Protei-
ne der Kontrollansa¨tze u¨berhaupt nicht zur Bindung beitra¨gt, oder aber nur eine unspezifische
Pigmentbindung aufweist.
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3.9 Analyse der Interaktion von OHP2 mit dem plastida¨ren Ribosom
Da die Funktion des OHP1-OHP2-HCF244-Komplexes mit der D1-Synthese in Verbindung ge-
bracht werden konnte, schien eine physische Interaktion zum plastida¨ren Ribosom denkbar. In
Synechocystis wurde zudem HliD zusammen mit Ycf39 sowie ChlG in einem Komplex mit Ri-
bosomen nachgewiesen (Chidgey et al. 2014). Als besonders vielversprechend fu¨r eine solche
Interaktion in Arabidopsis wurde der ProRS-Abschnitt von OHP2 angesehen: Prolin-reiche Sequen-
zen ko¨nnen unter anderem als Interaktionsstellen zu SH3-Doma¨nen dienen (Kaneko et al. 2008).
In der großen Untereinheit des Ribosoms verfu¨gen die beiden ribosomalen Proteine L19 (RPL19)
und RPL24 u¨ber SH3-like Doma¨nen. Wa¨hrend RPL19 strukturell an der Schnittstelle der 30S- und
50S-Untereinheiten lokalisiert ist, befindet sich RPL24 an der der 30S-Untereinheit abgewandten
(und damit der Thylakoidmembran zugewandten) Seite der 50S-Untereinheit, und wu¨rde sich
daher besonders als Interaktionspartner fu¨r OHP2 anbieten (Ahmed et al. 2017).
Um eine potentielle Interaktion von OHP2 mit dem Ribosom zu untersuchen, wurden plastida¨re
Ribosomen aus P. sativum-Keimlingen mittels Ultrazentrifugation angereichert, mit rekombinant
exprimiertem OHP2 bzw. anderen Kontroll-Proteinen inkubiert, sowie anschließend auf eine
mo¨gliche Komplexbildung per Gro¨ßenausschlusschromatographie untersucht. Die Ribosomen,
repra¨sentiert hier durch die Detektion des Proteins RPL4, eluierten als hochmolekularer, schmaler
Peak in den Fraktionen 2-3 (Abb. 3.26 A). Als Positivkontrolle hinsichtlich einer Bindung wurde
cpSRP54 eingesetzt, fu¨r welches bereits eine Interaktion mit dem plastida¨ren Ribosom beschrieben
wurde (Ziehe et al. 2017). Wa¨hrend cpSRP54 alleine in den Fraktionen 6-9 eluierte, konnte ein
kleiner Teil des Proteins bei Inkubation mit Ribosomen in den Fraktionen 2-3 nachgewiesen werden
(Abb. 3.26 B). Dies zeigt eine Bindung an. Als Negativkontrolle wurde RIBA1 – das bifunktionale
Enzym am Beginn der Riboflavin-Biosynthese (Hiltunen et al. 2012) – eingesetzt, fu¨r welches
erwartungsgema¨ß keine Verschiebung der Elution, und demnach keine Bindung an die Ribosomen
beobachtet werden konnte (Abb. 3.26 C).
Bei der Analyse des Vollla¨ngen-OHP2-Proteins (OHP2-VL) wurde beobachtet, dass das Prote-
in unerwarteterweise u¨ber die ganze La¨nge des Gradienten verteilt eluierte (Abb. 3.26 D). Der
hauptsa¨chliche Elutionspeak lag dabei in den Fraktionen 2-5, und somit in dem Bereich, in welchem
auch die Ribosomen eluierten. Die Elution in den fru¨hen, normalerweise hochmolekulare Komple-
xe/Proteine enthaltenden Fraktionen deutet auf eine Aggregation des rekombinanten Proteins hin.
Als Ursache der Aggregation von rekombinantem OHP2 wurde die hydrophobe TMH vermutet.
Da fu¨r das Vollla¨ngen-OHP2 aufgrund der fru¨hen Elution keine Aussage u¨ber eine Bindung an die
Ribosomen mo¨glich war, wurde ebenfalls die OHP2-∆C-Variante (s.o.) rekombinant exprimiert
und fu¨r den Interaktionsassay eingesetzt. Es zeigte sich, dass dieses Protein u¨berwiegend in den
Fraktionen 9-11, und damit gema¨ß seiner erwarteten Gro¨ße eluierte (Abb. 3.26 E). Im Gegensatz
zu cpSRP54 wurde bei der Inkubation mit Ribosomen aber keine A¨nderung des Elutionsverhaltens
beobachtet. Eine Interaktion von OHP2 mit dem plastida¨ren Ribosom erscheint daher unwahr-
scheinlich. Aufgrund der Verwendung von P. sativum-Ribosomen kann jedoch keine endgu¨ltige
























Abbildung 3.26: Analyse der Interaktion von OHP2 mit dem plastida¨ren Ribosom. Western Blot-Analysen von
Gro¨ßenausschlusschromatographie-La¨ufen mit rekombinanten Proteinen und P. sativum-Ribosomen. Plastida¨re Ri-
bosomen wurden exakt nach dem Protokoll von Rivera et al. (2015) aus 14 Tage alten, unter Kurztag-Bedingungen
(8h Licht, 100µmol Photonen s−1 m−2) angezogenen P. sativum-Keimlingen extrahiert. 25µg Ribosomen (bezogen auf
die Proteinkonzentration) wurden mit einer a¨quivalenten Menge an rekombinantem Protein 1h bei 4◦C vorinkubiert,
und anschließend auf einer Superdex 200 Increase 3.2/300-Sa¨ule (2,4ml Sa¨ulenvolumen) mittels A¨kta FPLC aufgetrennt
(Puffer: 50mM K-PO4 pH 7,6, 100mM NaCl, 2% Glycerin). Nach dem Durchfluss von 1ml wurden 14 Fraktionen von
je 100µl aufgefangen und per SDS-PAGE und Western Blot analysiert. A, Ribosomen alleine; detektiert wurde RPL4.




4.1 Die Anwesenheit beider OHP-Varianten ist unabdingbar fu¨r eine normale
Thylakoidmembranbiogenese
Das Fehlen der OHPs bewirkt eine selektive Beeintra¨chtigung von PSII Proteinanalysen von
ohp1 und ohp2 zeigten eine drastische Verringerung von PSII-Kernuntereinheiten sowie eine
weniger extensive, aber detektierbare Verringerung von PSI-Kernuntereinheiten (Beck et al. 2017;
Li et al. 2018; Myouga et al. 2018). Die von Beck et al. (2017) beschriebene, vo¨llige Abwesenheit
von PSI-Kernuntereinheiten in ohp1 konnte allerdings von Li et al. (2018) und Myouga et al. (2018)
nicht besta¨tigt werden. Wa¨hrend Beck et al. (2017) und Myouga et al. (2018) ohp1 als Mutante
mit drastischerem makroskopischen Pha¨notyp als ohp2 beschrieben, stellte sich die Situation
in der vorliegenden Arbeit reproduzierbar als entgegengesetzt dar: ohp2 zeigte eine sta¨rkere
Beeintra¨chtigung als ohp1 (vgl. z. B. Abb. 3.16 A, 3.19 A und 3.5 B). Angesichts der Tatsache, dass
OHP2 fu¨r die Stabilisierung von OHP1 und HCF244 no¨tig ist (s.u.), und die ohp2-Mutante daher
(zusa¨tzlich zu den fu¨r den Verlust von OHP2 spezifischen Effekten) auch die Effekte von ohp1
zeigen sollte, ist ein pra¨gnanter ausgepra¨gter ohp2-Mutantenpha¨notyp als konsequent anzusehen.
Die starke Beeintra¨chtigung der T-DNA-Insertionslinien bedeutet zudem auch, dass nicht in vollem
Umfang von prima¨ren Effekten ausgegangen werden kann, sondern mit Gewissheit eine Vielzahl an
sekunda¨ren Effekten infolge der OHP-Defizienz eine Rolle spielt. Der Einsatz des VIGS-Systems war
daher gegenu¨ber den T-DNA-Linien der vielversprechendere Ansatz zur Ermittlung des prima¨ren
Effekts der Inaktivierung der OHP-Gene.
Die Analyse der VIGS-OHP1 und VIGS-OHP2-Linien zeigte fru¨h, dass es sich bei VIGS-OHP1
um einen Sonderfall handeln musste: Wa¨hrend VIGS-OHP2 einen verringerten Chl-Gehalt, ein
niedrigeres Chl a/b-Verha¨ltnis sowie ein stark von den VIGS-GFP-Linien abweichendes Muster der
photosynthetischen Komplexe in BN-PAGE-Analysen aufwies, verhielt sich VIGS-OHP1 in allen
Analysen wie die Kontrolle (Hey et al. 2018a, Fig. 2A, D, 4B). Dass diese pha¨notypische Abwei-
chung von ohp1 auf den spa¨teren Zeitpunkt des OHP1-Silencings in VIGS-OHP1 zuru¨ckzufu¨hren
war, konnte durch die Analyse der OHP1-RNAi-Linien (die grundsa¨tzlich ein zu VIGS-OHP1
vergleichbares Konstrukt zur OHP1-Inaktivierung verwendeten) besta¨tigt werden (Abb. 3.8, 3.9):
Die OHP1-RNAi-Linien waren pha¨notypisch stark beeintra¨chtigt und zeigten verringerte Gehalte
an PSII-Kernuntereinheiten. Demgegenu¨ber waren die untersuchten photosynthetischen Proteine
in VIGS-OHP1 nicht von VIGS-GFP verschieden. Erga¨nzend zeigte die Analyse von VIGS-OHP2
jedoch, dass spezifisch PSII-Kernuntereinheiten verringert waren (Hey et al. 2018a, Fig. 4A). In-
sofern ist die von Li et al. (2018) und Myouga et al. (2018) beobachtete Destabilisierung von
PSI-Kernuntereinheiten in den ohp-Mutanten vermutlich als sekunda¨rer Effekt anzusehen. In der
Tat ist bereits mehrfach beschrieben worden, dass eine Beeintra¨chtigung von PSII in Mutanten von
PSII-Assemblierungsfaktoren (z. B. pam68 und hcf136, Meurer et al. 1998; Armbruster et al. 2010)
eine sekunda¨re Destabilisierung von PSI nach sich ziehen kann (Meurer et al. 1998). Im Sinne der
spezifischen Destabilisierung von PSII-Untereinheiten in VIGS-OHP2 konnten die Vera¨nderungen
im Muster der BN-PAGE-Analysen (Hey et al. 2018a, Fig. 4B) auf eine beeintra¨chtigte Assemblie-
rung der PSII-Komplexe zuru¨ckgefu¨hrt werden.
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Im Gegensatz zur starken Destabilisierung der PSII-Untereinheiten erwies sich die Akkumulation
von sowohl LHCA als auch LHCB in VIGS-OHP2 (und ohp2) als im Wesentlichen unbeeintra¨chtigt
(Beck et al. 2017; Li et al. 2018; Myouga et al. 2018; Hey et al. 2018a, Fig. 4A; Abb. 3.9 C). Dies
dru¨ckte sich auch im reduzierten Chl a/b-Verha¨ltnis aus (Hey et al. 2018a, Fig. 2D) und unterstu¨tzt
die Hypothese, dass OHP1 und OHP2 spezifisch an der Akkumulation der plastidencodierten
PSII-Untereinheiten, nicht aber an der posttranslationalen Integration der kerncodierten LHCPs in
die Thylakoidmembran beteiligt sind.
Die Thylakoidmembranstruktur in OHP-defizienten Pflanzen zeigt Anzeichen von Lichtstress
Die Analyse der Thylakoidmembranstruktur in ohp1 und ohp2 mittels Transmissions-Elektronen-
mikroskopie zeigte stark entwicklungsbeeintra¨chtigte Chloroplasten mit auffa¨llig aufgeschwolle-
nen Thylakoiden (Myouga et al. 2018). In ohp1 waren z.T. keine Stromathylakoide sichtbar (Beck
et al. 2017). Die vollsta¨ndige Inaktivierung der OHP-Gene macht also eine normale Thylakoidmem-
branbiogenese unmo¨glich. Aufgrund der oben geschilderten, erwartbar starken sekunda¨ren Effekte
in den T-DNA-Linien sind diese Ergebnisse in der Beschreibung der OHP-Inaktivierung jedoch
vermutlich nicht zielfu¨hrend. Daher wurden in der vorliegenden Arbeit ebenfalls die VIGS-OHP
und OHP1-RNAi-Linien elektronenmikroskopisch untersucht (Abb. 3.14): Die OHP1-RNAi-Linien
besaßen grundsa¨tzlich mit dem WT vergleichbare, funktionale Chloroplasten mit Granastapeln
und Stromathylakoiden, und unterschieden sich damit deutlich von ohp1. Die Stromathylakoide
waren z.T. geschwollen bzw. erschienen fragmentiert. Geschwollene Thylakoide sind grundsa¨tzlich
als Reaktion auf Starklichtstress zu beobachten (Kirchhoff 2014; Pribil et al. 2014). Dies liegt
vermutlich daran, dass den lumenal vorliegenden, am PSII-Reparaturprozess beteiligten Faktoren,
wie den Deg-Proteasen, durch die Vergro¨ßerung des Lumens der Zugang zum PSII erleichert
wird (Kirchhoff 2014). Dass die untersuchten OHP1-RNAi-Linien unter Normallichtbedingungen
angezogen wurden und dennoch geschwollene Thylakoide aufwiesen, deutet womo¨glich auf eine
erho¨hte Aktivita¨t des PSII-Reparaturzyklus‘ in OHP1-RNAi hin. Dies ko¨nnte in einer ho¨heren
Lichtsensibilita¨t der PSII-Komplexe begru¨ndet sein. Interessanterweise wurden fragmentierte
Stromathylakoide, wie sie deutlich in Linie #16 und in milderer Form auch in Linie #11 auftraten,
ebenfalls in der lpe1-Mutante beobachtet (Jin et al. 2018). Der Grund dafu¨r ist unklar, LPE1 ist
allerdings (ebenfalls) an den fru¨hen PSII-Syntheseschritten beteiligt (s.u.).
Die VIGS-OHP1-Linien zeigten geschwollene Thylakoide, die allerdings auch in der VIGS-GFP-
Kontrolle zu sehen waren (Abb. 3.14). Dies la¨sst sich mo¨glicherweise mit dem (durch den experi-
mentellen Ablauf des VIGS-Assays vorgegebenen) vergleichbar hohen Alter der Pflanzen erkla¨ren.
In VIGS-OHP2 waren z.T. sehr große blockweise Grana-Stapel erkennbar. Angesichts der Tatsache,
dass nur PSII, nicht aber die zugeho¨rigen LHCIIs verringert waren, lassen sich Parallelen zu den
von Belgio et al. (2015) beschriebenen Ergebnissen erkennen: In der angefu¨hrten Arbeit wurde
die Synthese der Photosysteme in planta durch Anzucht in Gegenwart des Plastiden-spezifischen
Translationsinhibitors Lincomycin inhibiert, wa¨hrend die kerncodierten LHCPs weiterhin syntheti-
siert werden konnten. Dies fu¨hrte zur Bildung von Supergrana – Grana-Stapeln mit extrem vielen
Schichten – welche durch die Fa¨higkeit von LHCII zur Selbstassemblierung der dreidimensionalen
Struktur der Thylakoide erkla¨rt wurde (Belgio et al. 2015). Es ist zu vermuten, dass in VIGS-OHP2
mit den LHCIIs A¨hnliches geschieht, wenn auch nicht in gleich starker Weise. Die großen Grana-
Stapel a¨hneln auch den Grana-Stapeln in der hcf136-Mutante (Meurer et al. 1998). HCF136 ist
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in vielfacher Weise an den fru¨hen Syntheseschritten von PSII beteiligt (vgl. Abschnitt 1.1.2.2).
Es sollte bei der Einscha¨tzung der TEM-Bilder aber insgesamt beachtet werden, dass Mutanten
von PSII-Assemblierungsfaktoren keinen einheitlichen Pha¨notyp in der TEM-Analyse aufweisen
(Pribil et al. 2014). Vermutlich sind sekunda¨re Effekte ein wesentlicher Faktor, z. B. wenn aufgrund
der Abwesenheit bestimmter Faktoren andere, ebenfalls direkt oder indirekt an der Etablierung
der Thylakoidmembranstruktur beteiligte Faktoren destabilisiert werden.
In VIGS-OHP2 war weiterhin die Abwesenheit von Sta¨rkegranula zu erkennen (Abb. 3.14), was
auf die beeintra¨chtigte Photosyntheseleistung dieser Pflanzen zuru¨ckzufu¨hren ist. Zudem waren
pro Chloroplast deutlich mehr Plastoglobuli als in der Kontrolle bzw. VIGS-OHP1 zu erkennen.
Obwohl die exakte Funktion der Plastoglobuli unklar ist, korreliert deren Auftreten mit dem
Vorliegen von Licht- bzw. abiotischem Stress (Bre´he´lin et al. 2008; Nacir et al. 2013). Vermutlich ist
die ho¨here Anfa¨lligkeit von VIGS-OHP2 gegenu¨ber Lichtstress daher der Grund fu¨r die Zunahme
der Plastoglobuli.
4.2 Ein OHP1-OHP2-HCF244-Komplex ist an der Synthese der D1-Untereinheit
beteiligt
OHP1, OHP2 und HCF244 interagieren miteinander Vergleichbar zur Interaktion von Ycf39
mit den Hlips in Cyanobakterien (Knoppova´ et al. 2014) konnte eine Interaktion der OHPs unterein-
ander sowie mit HCF244 nachgewiesen werden: Der M-Teil von OHP2 interagierte in BiFC-Assays
spezifisch mit HCF244, und in StrepII-Tag Pulldown-Assays waren beide OHPs dazu in der Lage,
die jeweils andere OHP-Variante sowie HCF244 zu pra¨zipitieren (Hey et al. 2018a, Fig. 1A-D). Die
fehlende Interaktion der OHPs untereinander sowie die von OHP1 mit HCF244 im BiFC-Assay sind
vermutlich auf den sto¨renden Einfluss der im Vergleich zu den OHP-Zielproteinen gro¨ßenma¨ßig
u¨berlegenen YFP-Ha¨lften zuru¨ckzufu¨hren. In Pulldown-Assays war dessen ungeachtet auch das
umgekehrte Experiment, d.h. die Co-Pra¨zipitation der OHPs u¨ber getaggtes HCF244 erfolgreich
(Hey et al. 2018a, Fig. 1E). Die StrepII-getaggten OHP-Varianten konnten aufgrund ihres ho¨heren
Molekulargewichts von den endogenen Proteinen unterschieden werden. Da jeweils nur die andere
OHP-Variante, nicht aber die gleiche endogene Variante mit beiden OHPs co-pra¨zipitiert wurde,
la¨sst sich das Vorliegen von OHP-Homodimeren negieren. Stattdessen kann von einer ausschließli-
chen Bildung von Heterodimeren ausgegangen werden. Die Interaktion der OHPs untereinander
sowie mit HCF244 wurde von Li et al. (2018) und Myouga et al. (2018) ebenfalls berichtet.
Die drei Proteine waren in den Stromalamellen der Thylakoide angereichert, und bei Solubili-
sierung von Thylakoiden mit DDM und Auftrennung mittels BN-PAGE konnten drei Komplexe
unterschiedlichen Molekulargewichts identifiziert werden (Hey et al. 2018a, Fig. 1F-G): Diese
befanden sich im Bereich freier Proteine (was vermutlich freiem Komplex oder monomeren Protei-
nen entspricht), sowie auf Ho¨he des LHCII-Dimers und des PSII-Monomers. Komplexe a¨hnlicher
Gro¨ße wurden ebenfalls von Myouga et al. (2018) beobachtet, zusa¨tzlich wurde dort ein weite-
rer Komplex knapp oberhalb des LHCII-Trimers detektiert. Myouga et al. (2018) detektierten
allerdings statt des endogenen OHP1-Proteins eine mit einem 10xMyc-Tag versehene Variante,
von welcher nicht zwangsla¨ufig ein dem endogenen Protein identisches Verhalten vorausgesetzt

















Abbildung 4.1: Assemblierung und gegenseitige Stabilisierung innerhalb des OHP1-OHP2-HCF244-Komplexes.
A, Schrittweise Assemblierung des OHP1-OHP2-HCF244-Heterotrimers (entnommen aus Hey et al. 2018a, Fig. 9A).
Zuerst bindet HCF244 auf der Stromaseite der Thylakoidmembran an membransta¨ndiges OHP2, welches seinerseits
vermutlich frei vorliegen oder an andere Komplexe gebunden sein kann. Das OHP2-HCF244-Heterodimer ist bereits
partiell aktiv, die volle Aktivita¨t des Komplexes wird allerdings erst durch die Assoziation von OHP1 erreicht. OHP1
bindet dabei sowohl OHP2 in der Membran als auch das stromale HCF244. B, Stabilisierung innerhalb des Komplexes.
Gegenseitige positive Effekte sind durch +O gekennzeichnet. Zudem ist die ‘molekulare Klammerfunktion’ von HCF244
hinsichtlich des OHP-Heterodimers hervorgehoben.
zuverla¨ssig reproduziert werden (vgl. Abb. 3.18 C). Interessanterweise war in der hcf244-Mutante
(d.h. in Abwesenheit von OHP1 und HCF244, s.u.) OHP2 an den gleichen Positionen detektierbar
(Hey et al. 2018a, Fig. 7E), was darauf schließen la¨sst, dass die Interaktion von OHP2 zu weiteren
Bindungspartnern fu¨r die Kopplung des heterotrimeren OHP1-OHP2-HCF244-Komplexes an
andere Proteine/Komplexe verantwortlich ist, und diese Kopplung auch in Abwesenheit von OHP1
und HCF244 stattfindet.
OHP1, OHP2 und HCF244 stabilisieren sich gegenseitig Die Analyse der Proteinlevel von
OHP1, OHP2 und HCF244 in den jeweiligen Mutanten fu¨hrte zu folgenden Erkenntnissen: (i) Die
Abwesenheit von OHP1 bewirkte leicht verringerte OHP2-Level in ohp1, OHP1-RNAi und VIGS-
OHP1, wobei HCF244 ebenfalls leicht verringert war (Hey et al. 2018a, Fig. 2C, 7A; Abb. 3.8 C,
3.16 C). (ii) In der ohp2-Mutante bzw. den VIGS-OHP2-Linien waren sowohl OHP1 als auch
HCF244 bis an die Nachweisgrenze verringert (Hey et al. 2018a, Fig. 2C, 7A; Abb. 3.15 C). Dies
bedeutet, dass OHP2 fu¨r die Stabilita¨t der beiden anderen Bindungspartner des heterotrimeren
Komplexes von essentieller Bedeutung ist. (iii) Die Abwesenheit von HCF244 (hcf244 bzw. VIGS-
HCF244) schließlich hatte einen destabilisierenden Effekt auf beide OHPs, wobei OHP1 besonders
stark betroffen war: In Abwesenheit von HCF244 blieb kaum detektierbares OHP1 zuru¨ck (Hey
et al. 2018a, Fig. 7C, Suppl. Fig. 7D; Abb. 3.11 C). Diese differentiellen Stabilita¨ten der einzelnen
Proteine ergab folgendes Modell einer sequentiellen Assemblierung des heterotrimeren OHP1-
OHP2-HCF244-Komplexes (Abb. 4.1 A): An frei vorliegendes bzw. Komplex-gebundenes OHP2
bindet demnach zuna¨chst HCF244 auf der Stromaseite der Thylakoidmembran. HCF244 bindet
an den M-Teil von OHP2. Im Eluat des OHP2-strepII-Tag Pulldowns konnten zusa¨tzliche, jedoch
noch unidentifizierte Proteine nachgewiesen werden, die die weiteren Bindungspartner von OHP2
darstellen ko¨nnten (Hey et al. 2018a, Suppl. Fig. 4). Der OHP2-HCF244-Komplex ist bereits partiell
aktiv (s.u.), fu¨r eine volle Aktivita¨t (die vor allem unter Stressbedingungen beno¨tigt wird, s.u.) ist
aber die Assoziation von OHP1 unabdingbar. Zum OHP2-HCF244-Komplex assoziiert OHP1 in
der Membran mit OHP2, und bindet zusa¨tzlich an HCF244. HCF244 wirkt als eine Art ‘molekulare
Klammer’, welche das OHP-Heterodimer in vivo stabilisiert (Abb. 4.1 B). Im Zusammenhang
mit den geschilderten Protein-Destabilisierungs-Effekten sollte zudem nicht unerwa¨hnt bleiben,
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dass es sich sa¨mtlich um spezifisch posttranslationale Effekte handelte: Die zu den reduzierten
Proteinmengen geho¨rigen Transkripte blieben in allen untersuchten Linien mindestens auf dem
WT-Level oder waren sogar erho¨ht.
Ergebnisse aus der vorliegenden Arbeit stu¨tzen das oben und in Hey et al. (2018a) beschriebene Mo-
dell weiter (Abb. 3.11 C): Die U¨berexpression der einzelnen OHP-Varianten im hcf244-Hintergrund
fu¨hrte dazu, dass sich der OHP2-Gehalt von etwa 20% der WT-Menge in hcf244 auf 60-80%
in den hcf244/OHP2-OX-Linien erho¨hte, wa¨hrend OHP1 in hcf244/OHP1-OX nur 10% der WT-
Menge (von 3% in hcf244) erreichte. Dies unterstu¨tzt die Theorie, dass OHP2 in Abwesenheit
von HCF244 akkumulieren kann, wa¨hrend OHP1 dazu nicht in der Lage ist. Noch interessanter
ist jedoch die Beobachtung, dass sich OHP1 in den hcf244/OHP2-OX-Linien (trotz unvera¨ndert
hoher OHP1-Level) nicht vom Gehalt in hcf244 unterschied: Dies kann als weiterer Beleg dafu¨r
angesehen werden, dass fu¨r die Stabilisierung von OHP1 in vivo das Vorliegen von OHP2 zwar
notwendig, aber keinesfalls hinreichend ist, sondern zusa¨tzlich des Vorliegens von HCF244 und
dessen stabilisierenden Einflusses bedarf.
Der OHP1-OHP2-HCF244-Komplex ist an der Synthese des D1-Proteins beteiligt Die stark
verringerte Menge von PSII in Abwesenheit von OHP1, OHP2 und HCF244 in VIGS-OHP2 war
nicht auf eine Reduktion der plastida¨ren Transkription der psb-Gene zuru¨ckzufu¨hren. Stattdes-
sen zeigten in vivo-Labeling-Experimente, dass die D1-Proteinsynthese in VIGS-OHP2 drastisch
gegenu¨ber VIGS-GFP verringert war (Hey et al. 2018a, Fig. 5A-C). Zudem war das verbleibende
D1-Protein in VIGS-OHP2 deutlich sensitiver gegenu¨ber Starklicht, sodass bereits wenige Stunden
Starklicht-Exposition von VIGS-OHP2 in Gegenwart des Translations-Inhibitors Lincomycin zu
einer Reduktion von D1 auf nur knapp oberhalb der Nachweisgrenze fu¨hrte (Hey et al. 2018a,
Fig. 5D). Unter Beru¨cksichtigung der Chl- und Carotinoid-Bindeeigenschaft des OHP-Heterodimers
(vgl. Abschnitt 4.4) ist von einer Beteiligung des OHP-HCF244-Heterotrimers an der Synthese des
RC-Komplexes, mindestens aber an der D1-Synthese auszugehen: Das OHP-Heterodimer ist dabei
vermutlich fu¨r die co-translationale Beladung von pD1-Proteinen mit Pigmenten verantwortlich
(Abb. 4.2 A). Es ist bekannt, dass die pD1-Stabilita¨t von der Pigmentbindung abha¨ngt (Eichacker
et al. 1996; He et al. 1998): Bleibt die Versorgung mit Chl aus, wird das Protein abgebaut. Zusa¨tzlich
zur Anlieferung von Chl ko¨nnte das OHP-Heterodimer zur Dissipation von Anregungsenergie
beitragen, und somit wa¨hrend der D1-Assemblierung eine fru¨hzeitige Photoscha¨digung des Prote-
ins verhindern (Abb. 4.2 A). Li et al. (2018) und Myouga et al. (2018) kamen in ihren Analysen
zu a¨hnlichen Schlu¨ssen in Bezug auf die Funktion der OHPs. Im Zusammenhang mit der Chl-
Anlieferungsfunktion der OHPs hinsichtlich pD1 bleibt jedoch offen, woher die entsprechenden
Chl-Moleku¨le stammen: Weder eine Interaktion der OHPs mit LIL3, noch eine direkte Interaktion
zu CHLG konnte in dieser Arbeit nachgewiesen werden (Hey et al. 2018a, Fig. 1A, E, Abb. 3.6, 4.2 B).
Wa¨hrend die Interaktion der cyanobakteriellen Hlips zu ChlG bereits etabliert ist, deuten Studien
in Cyanobakterien aber ebenfalls auf die fehlende Hlip/OHP-CHLG-Interaktion in Pflanzen hin
(Chidgey et al. 2014; Proctor et al. 2018).
Myouga et al. (2018) beschrieben HCF136 als weiteren Interaktionspartner des OHP1-OHP2-
HCF244-Komplexes. HCF136 war jedoch weder in hcf244 noch in den ohp-Mutanten destabilisiert





















































Abbildung 4.2: Funktion des OHP1-OHP2-HCF244-Komplexes und Einordnung weiterer untersuchter Interak-
tionen. A, Das OHP1-OHP2-Dimer bindet Chl und Carotinoide (vgl. Abschnitt 4.4) und leitet vermutlich Chl co-
translational an pD1 weiter. U¨ber gebundene β-Car- bzw. Lutein-Moleku¨le kann mo¨glicherweise Anregungsenergie von
PSII-Assemblierungsintermediaten dissipiert werden (weißer Pfeil). Die molekulare Funktion von HCF244 ist unklar. B,
Untersuchte Interaktionen von OHP1, OHP2 und HCF244 zu anderen Proteinen. Pfeile bezeichnen Protein-Protein- bzw.
Protein-RNA-Interaktionen. Die einzelnen Interaktionen sind als positiv (✓O), negativ ( ×O) bzw. unbekannt ( ?O) bewertet.
Die doppelte Markierung der D1-HCF244 bzw. D1-OHP-Interaktionen deutet darauf hin, dass diese Interaktionen
in der vorliegenden Arbeit zumindest mit dem reifen D1-Protein nicht beobachtet werden konnten, eine Interaktion
mit dem unreifen (p)D1-Protein wa¨hrend dessen Synthese jedoch nicht ausgeschlossen werden kann. Fu¨r die HCF136-
OHP-Interaktion bestehen widerspru¨chliche Angaben. Aus der Literatur entnommene Interaktionen sind wie folgt
gekennzeichnet: (1) Schult et al. 2007, (2) Link et al. 2012, (3) Myouga et al. 2018, (4) Li et al. 2018, (5) Jin et al. 2018.
des OHP-HCF244-Interaktionsnetzwerkes ausgeschlossen werden kann. Zudem migrierte HCF136
in solubilisierten und mittels BN-PAGE analysierten Thylakoiden nicht zusammen mit dem OHP-
HCF244-Komplex (Li et al. 2018) (Abb. 4.2 B). HCF136 ist unter anderem an der Bildung des
RC-Komplexes aus den D1- und D2-Modulen beteiligt (vgl. Abschnitt 1.1.2). Eine Interaktion
von HCF136 mit den OHPs zur Koordination der Weitergabe des u¨ber die OHPs mit Pigmenten
ausgestatteten, fertig synthetisierten (p)D1-Proteins an HCF136 wa¨re daher ein sinnvolles Szenario
einer Zusammenarbeit der OHPs mit HCF136 im Rahmen der PSII-Assemblierung. HCF136
ist ebenfalls an der CP47-Synthese beteiligt, bei welcher es vermutlich die TMHs von CP47 in
einer fu¨r die Pigmentaufnahme gu¨nstigen Position ha¨lt. Eine vergleichbare Funktion ließe sich
auch fu¨r die D1-Synthese postulieren, was eine Pigmentabgabe an pD1 durch das OHP-Dimer
erleichtern ko¨nnte. Angesichts der uneindeutigen Datenlage bzgl. der HCF136-OHP-Interaktion
kann daru¨ber zum derzeitigen Zeitpunkt aber keine definitive Aussage getroffen werden. Eine
transiente Interaktion, die sich nicht zwangsla¨ufig in der Co-Migration von HCF136 mit den OHPs
in BN-Gelen niederschlagen wu¨rde, kann nicht ausgeschlossen werden.
In der Synechocystis ycf48–-Mutante war nicht nur die PSII-Synthese, sondern auch die PSII-
Reparatur beeintra¨chtigt (Komenda et al. 2008). Bei der Betrachtung weiterer an der D1-Synthese
beteiligter Assemblierungsfaktoren fa¨llt auf, dass viele sowohl eine Rolle in der PSII-Biogenese,
als auch in der PSII-Reparatur spielen (Abb. 1.2). Vermutlich trifft diese doppelte Funktionalita¨t
auch auf den OHP-HCF244-Komplex zu, da die Beladung von pD1 mit Pigmenten sowohl in der
PSII-Biogenese als auch im Reparaturzyklus stattfinden muss, und die parallele Existenz eines
weiteren Versorgungsweges fu¨r pD1 unwahrscheinlich ist.
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OHP1, OHP2 und HCF244 besitzen differentielle Funktionen im heterotrimeren OHP-HCF244-
Komplex Wa¨hrend die Funktion der OHPs innerhalb des heterotrimeren Komplexes relativ klar
erscheint, und wie beschrieben vermutlich wenigstens in der Pigmentbindung, der Chl-Weitergabe
an pD1, mo¨glicherweise der Dissipation von Anregungsenergie und der Stabilisierung von HCF244
durch dessen Membranassoziation besteht, ist die exakte molekulare Funktion von HCF244 weniger
eindeutig. Aufgrund der Zugeho¨rigkeit von HCF244 zu den atypischen SDR-Proteinen und dem
damit einhergehenden Verlust der Aminosa¨uren in der SDR-typischen katalytischen Tetrade ist
eine enzymatische Aktivita¨t von HCF244 unwahrscheinlich. Atypische SDR-Proteine haben die
katalytische Aktivita¨t wahrscheinlich generell verloren (Link et al. 2012). Die Mutation von drei der
vier die urspru¨ngliche katalytische Tetrade in SDRs bildenden Aminosa¨uren in HCF244 zu Alanin
(HCF244mut-C-Linien) hatte jedoch trotzdem Einfluss auf die Funktionalita¨t des Proteins (Hey
et al. 2018a, Fig. 8): Wenngleich Kontroll-a¨hnliche Mengen (im Vergleich zur HCF244-C-Linie)
der OHPs und des mutierten HCF244-Proteins akkumulierten, verhielt sich die D1-Synthese wie
in hcf244. Angesichts der zielgerichteten Mutationen ist eine strukturelle Beeintra¨chtigung des
entsprechend mutierten HCF244-Proteins jedoch unwahrscheinlich.
SDR-Proteine ko¨nnen aufgrund ihrer Rossmann-Faltung redoxaktive Cofaktoren (FAD, NAD(H)
oder NADP(H)) binden. Eine Vorhersage u¨ber den Cofactory-Server (Geertz-Hansen et al. 2014)
ergab eine hohe theoretische Spezifita¨t von HCF244 gegenu¨ber NADP(H). Nichtsdestotrotz bleibt
eine Cofaktor-Bindung von HCF244 spekulativ, besonders angesichts der Tatsache, dass die Auf-
reinigung rekombinant exprimierter HCF244-Proteine infolge deren Unlo¨slichkeit nicht mo¨glich
war, und daher eine ausfu¨hrliche Bindungsanalyse nicht durchgefu¨hrt werden konnte. Aufgrund
der strukturellen Ableitung von FAD bzw. NAD(P) von Nukleotiden, und der Beobachtung, dass
einzelne aSDR-Proteine eine Rolle im RNA-Metabolismus u¨bernommen haben (Persson et al. 2009),
ließ sich u¨ber eine RNA-Bindeeigenschaft von HCF244 spekulieren. Link et al. (2012) fanden jedoch
keine Belege fu¨r eine solche Bindeeigenschaft. Dies steht im Gegensatz zu HCF173, welches Teil
eines hochmolekularen, psbA-bindenden Komplexes ist (Schult et al. 2007; Link et al. 2012; Jin et al.
2018). HCF244 wurde wie OHP1 und OHP2 in Abwesenheit von HCF173 nicht destabilisiert (Li
et al. 2018; Hey et al. 2018a, Suppl. Fig. 7D), und die hcf244/hcf173-Doppelmutante zeigte additive
Effekte (Link et al. 2012; Hey et al. 2018a, Suppl. Fig. 7A-D). Ebenso war HCF173 in ohp1, ohp2
und hcf244 weitestgehend stabil (Li et al. 2018). Diese Ergebnisse sprechen fu¨r eine funktionelle
Unabha¨ngigkeit von HCF244 und HCF173, entgegen der von Myouga et al. (2018) postulierten
Assoziation von HCF173 mit den OHPs. In der vorliegenden Arbeit konnte auch zumindest mittels
BiFC (im Gegensatz zur eindeutigen OHP2-HCF244-Interaktion) keine Interaktion der OHPs mit
HCF173 nachgewiesen werden (Hey et al. 2018a, Fig. 1B). HCF173 funktioniert wahrscheinlich im
Komplex mit LPE1 (Jin et al. 2018) (Abb. 4.2 B).
Die exakte molekulare Funktion von HCF244 in der D1-Synthese (abgesehen von der Stabilisierung
des OHP-Heterodimers) bleibt angesichts der oben dargelegten Erkenntnisse weiterhin eine offene
Fragestellung. Eine punktuell mutierte und daher disfunktionale HCF244-Variante (HCF244mut)
konnte trotz Stabilisierung der OHPs nicht die hcf244-Mutante komplementieren. Die Funktion von
HCF244 umfasst daher mit Sicherheit mehr als eine reine Scaffold-Funktion. Der Zustand in den
HCF244mut-C-Linien entsprach formal einer Abwesenheit der HCF244-Funktion in Anwesenheit
der OHPs. Der umgekehrte Fall, d.h. die Anwesenheit von HCF244 in Abwesenheit der OHPs
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konnte aufgrund des obligatorischen stabilisierenden Einflusses von OHP2 auf HCF244 nur
mittels der Expression der membrangebundenen HCF244-TMHtAPX-Variante im ohp2-Hintergrund
erreicht werden (Abb. 3.21). Das Fusionsprotein akkumulierte in anna¨hernd WT-a¨hnlichen Mengen,
konnte aber nur zu einer schwachen, partiellen makroskopischen Komplementation des ohp2-
Pha¨notyps beitragen. Da die HCF244-TMHtAPX-Variante zur Komplementation von hcf244 in der
Lage war (Abb. 3.22), kann eine Inaktivita¨t des Fusionsproteins als Begru¨ndung fu¨r die fehlende
Komplementationsfa¨higkeit von ohp2 ausgeschlossen werden. D1 akkumulierte bei Expression der
HCF244-TMHtAPX-Variante im ohp2-Hintergrund nicht sta¨rker als in ohp2 (Abb. 3.21 C). Trotz des
fehlenden Wissens u¨ber die exakte Funktion von HCF244 ist dies unmittelbar versta¨ndlich, da
die Beladung von pD1 mit Pigmenten u¨ber das OHP-Dimer erfolgen muss, dessen Funktion nicht
umgangen werden kann. Konsequenterweise akkumulierte auch in den ohp2/HCF244-TMHtAPX-
Linien wie in ohp2 kein OHP1, was wiederum die Notwendigkeit des Vorliegens von sowohl OHP2
als auch HCF244 zur Stabilisierung von OHP1 unterstreicht.
Die Interaktion von OHP2 mit HCF244 geschieht u¨ber den M-Teil von OHP2 (Hey et al. 2018a,
Fig. 1B, C; Abb. 1.5 A), und die Deletion dieses Proteinabschnitts verhinderte erwartungsgema¨ß
die Stabilisierung von HCF244 (und damit auch die Stabilisierung von OHP1), was zum Verlust
der Komplementationsfa¨higkeit des OHP2-∆M-Konstrukts in der ohp2-Mutante fu¨hrte (Abb. 3.15).
Die entsprechenden Linien zeigten lediglich eine partielle Komplementation des makroskopi-
schen Pha¨notyps, der sich aber in den Analysen auf molekularer Ebene nicht widerspiegelte
(Abb. 3.15 A,D,F). Kontrollkonstrukte mit Deletion des OHP2-C-Terminus (OHP2-∆C) konnten
erwartungsgema¨ß ebenfalls nicht ohp2 komplementieren, wa¨hrend ein um den Prolin-reichen
Abschnitt verku¨rztes Protein (OHP2-∆ProRS) wenigstens unter Normalbedingungen eine unein-
geschra¨nkte Komplementation erlaubte (Abb. 3.15). Angesichts der Funktion der OHPs in der
D1-Biogenese, der nachgewiesenen funktionellen Verbindung der Hlips zum Ribosom innerhalb
des Hlip-Ycf39-ChlG-Komplexes sowie der Beobachtung, dass das plastida¨re Ribosom mit RPL24
ein strukturell fu¨r eine OHP2-Ribosomen-Interaktion gu¨nstig gelegenes SH3-Doma¨nenprotein
besitzt (mit der SH3-Doma¨ne als mo¨gliche Interaktionsstelle zu Prolin-reichen Peptidliganden),
wurde fu¨r OHP2 eine Interaktion zum plastida¨ren Ribosom postuliert. In vitro-Studien konnten
diese Arbeitshypothese jedoch nicht besta¨tigen (Abb. 3.26), sodass die mit Sicherheit u¨ber den
ProRS-Teil von OHP2 stattfindende Interaktion zu anderen Bindungspartnern nicht aufgekla¨rt
werden konnte. Die potentiellen Interaktionen des ProRS-Teils scheinen aber im Gegensatz zur
OHP2-HCF244-Interaktion nicht essentiell zu sein (Abb. 3.15, 4.2 B).
4.3 OHP1 ist von besonderer Relevanz unter Lichtstressbedingungen sowie in
fru¨hen Entwicklungsstadien
Der Verlust von OHP1 vermindert die Toleranz gegenu¨ber Lichtstress Die D1-Syntheserate
in VIGS-OHP1 war vermindert, auch wenn dies unter Normalbedingungen keinen Einfluss auf
das Pflanzenwachstum hatte und der Steady State-Gehalt von D1 letztlich dem der VIGS-GFP-
Kontrolle entsprach (Hey et al. 2018a, Fig. 2A, 4A, 5B, C). Dessen ungeachtet war zu erwarten,
dass sich die funktionelle Beeintra¨chtigung der D1-Synthese unter Lichtstress, d.h. unter Bedin-
gungen erho¨hten PSII-Umsatzes, spu¨rbar auf den D1-Gehalt auswirken sollte. Die Exposition von
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VIGS-OHP1 gegenu¨ber Starklicht (850µmol Photonen s−1 m−2) zeigte dann auch genau diesen
Effekt: Chl-fluorometrische Analysen ergaben, dass der Fv/Fm-Wert in VIGS-OHP1 im Starklicht
deutlich schneller und drastischer sank als in der VIGS-GFP-Kontrolle, wenngleich beide Linien
im Ausgangszustand a¨hnliche Fv/Fm-Werte aufwiesen (Hey et al. 2018b, Fig. 1A, B). Fv/Fm bezeichnet
die maximale Quantenausbeute von PSII und kann als genereller Indikator fu¨r das Stresslevel von
Pflanzen herangezogen werden, wobei im Zuge einer Stressexposition sinkende Werte beobachtet
werden (Murchie et al. 2013). Der Grund fu¨r das Absinken liegt in der Photoscha¨digung der
D1-Untereinheit (Photoinhibition) bzw. der Induktion des NPQ. Im Gegensatz zum Zustand vor
der Stressexposition mit gleichen D1-Gehalten in VIGS-GFP und VIGS-OHP1 war bereits nach
sechs Stunden Starklicht eine signifikante Verringerung von D1 in VIGS-OHP1 detektierbar (Hey
et al. 2018b, Fig. 1C). Dies la¨sst sich direkt auf die verringerte D1-Syntheserate zuru¨ckfu¨hren und
unterstreicht die Notwendigkeit der Assoziation von OHP1 zum OHP2-HCF244-Komplex, um
diesem die volle Aktivita¨t zu verleihen. In adulten Pflanzen scheint die volle Aktivita¨t insbesonde-
re unter Stressbedingungen notwendig zu sein, wa¨hrend unter Normalbedingungen (d.h. unter
kontrollierten Wachstumsbedingungen) die Aktivita¨t des OHP2-HCF244-Komplexes vollkommen
ausreicht.
Konsequenterweise zeichneten sich auch die OHP1-RNAi-Linien durch eine gro¨ßere Anfa¨lligkeit
gegenu¨ber erho¨hten Lichtintensita¨ten im Vergleich zum WT aus (Abb. 3.13): Die Starklichtexposi-
tion sowohl der pha¨notypisch auffa¨lligen Linie #11, als auch der Linie #44 mit mildem Pha¨notyp
fu¨hrte zu einem fast vollsta¨ndigen Verschwinden von D1 wa¨hrend der 24-stu¨ndigen Versuchsdauer,
was sich ebenfalls in drastisch absinkenden Fv/Fm-Werten widerspiegelte. Das Fehlen von OHP1
vom Beginn der Entwicklung an scheint demnach zu einer deutlich ho¨heren Photosensitivita¨t von
PSII bzw. der PSII-Assemblierung zu fu¨hren als das spa¨tere Silencing durch den VIGS-Assay.
EineOHP1 -U¨berexpression bewirkt eine ho¨here Toleranz gegenu¨ber Lichtstress Sollte OHP1
tatsa¨chlich eine besondere Rolle bei erho¨hten Lichtbedingungen spielen, so ko¨nnte man annehmen,
dass die OHP1-Expression im Starklicht deutlich messbar ansteigt. Fu¨r die cyanobakteriellen Hlips
wurde eine solche Lichtabha¨ngigkeit der Expression beschrieben, und Beck et al. (2017) sowie
Myouga et al. (2018) berichteten von einer Lichtintensita¨t-abha¨ngigen Expression bzw. Induktion
der OHP-Expression im Starklicht. Dies war in der vorliegenden Arbeit jedoch nur in begrenztem
Maße nachweisbar: Sowohl die Analyse der VIGS-Linien, als auch die Analyse von ju¨ngeren WT-
Pflanzen zeigte eine Zunahme der OHP-Transkripte auf maximal das Doppelte der Expression vor
der Stressbehandlung (Hey et al. 2018b, Fig. 2; Abb. 3.12 A). Im Vergleich zum bekanntermaßen
Starklicht-induzierten ELIP1 mit einer mehr als 100-fachen Steigerung der mRNA-Menge erscheint
die Zunahme von OHP1 marginal (Hey et al. 2018b, Fig. 2; Abb. 3.12 A). Die OHP1-Level stiegen
auf maximal das 1,5-fache an, wa¨hrend die Level von OHP2 im Wesentlichen unvera¨ndert blieben
(Abb. 3.12 B). Zudem zeigte auch eine la¨ngere Inkubation in Dunkelheit keinen signifikanten
Effekt auf das OHP1-Proteinlevel (Abb. 3.3 B). Einerseits kann daher zusammengenommen kaum
von einer lichtinduzierten OHP-Akkumulation gesprochen werden, andererseits scheinen die
OHP-Proteinlevel grundsa¨tzlich einer stringenten Kontrolle zu unterliegen (vgl. Abschnitt 4.5).
Die OHP1-OX- (und OHP2-OX)-Linien wiesen denn auch trotz stark erho¨hter Transkriptmen-
gen nur vergleichsweise schwach erho¨hte OHP-Proteingehalte auf (Abb. 3.10 B,C). Wa¨hrend sich
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die OHP2-OX-Linien im Starklicht (trotz grundsa¨tzlich weniger stark als im WT absinkenden
Fv/Fm-Werten) hinsichtlich der Reduktion des detektierbaren D1-Proteins nach 24 Stunden wie
der entsprechende WT verhielten, zeigten die untersuchten OHP1-OX-Linien keine Abnahme von
D1 (Abb. 3.13 C). Eine mo¨gliche Erkla¨rung fu¨r den besseren Umgang der OHP1-OX-Linien mit
Starklicht ko¨nnte sein, dass OHP1 wa¨hrend der Aktion des OHP-HCF244-Heterotrimers photooxi-
dativ gescha¨digt wird (a¨hnlich dem D1-Protein), und anschließend ersetzt werden muss. In den
OHP1-OX-Linien wa¨re dann aufgrund der ho¨heren Mengen an verfu¨gbarem OHP1 dieser Ersatz
schneller zu bewerkstelligen, sodass ein mo¨glicher negativer Effekt des Fehlens von (funktionel-
lem) OHP1-Protein ausbleibt. Die Hypothese einer Photoscha¨digung von OHP1 u¨ber gebundene
Pigmente ist besonders attraktiv angesichts des Akkumulationsverhaltens der OHP1-AAA-Variante
(s.u.).
Die Bedeutung von OHP1 in fru¨hen Entwicklungsstadien beruht wahrscheinlich auf dessen
Rolle beim Schutz vor Lichtstress In Bezug auf die Funktion von OHP1 bleibt die Diskre-
panz zwischen dem Verhalten von ohp1/OHP1-RNAi einerseits und VIGS-OHP1 andererseits zu
ero¨rtern: Insbesondere die Unterschiede zwischen den konstruktionell gleichartigen OHP1-RNAi-
und VIGS-OHP1-Linien sind auffa¨llig (Abb. 3.9). Dass der einzige konzeptionelle Unterschied
im spa¨teren Einsetzen des Silencings in VIGS-OHP1 (Infiltration 12 Tage nach der Keimung) im
Vergleich zum RNAi-Ansatz lag, weist auf eine essentielle Funktion von OHP1 in der fru¨hen Keim-
lingsentwicklung hin, die durch das Vorhandensein von OHP2 nicht ausgeglichen werden kann.
Schließt man eine Beteiligung der OHPs an der Etablierung der Thylakoidmembrantopologie und
der grundlegenden Synthese der Membranstrukturen aus (die Chloroplasten von VIGS-OHP2 und
OHP1-RNAi enthielten funktionelle Thylakoide), so bleibt als eine mo¨gliche Erkla¨rung der Schutz
vor Lichtstress (Hey et al. 2018b): Fru¨he Entwicklungsstadien repra¨sentieren wahrscheinlich einen
photosensitiven Zustand, in welchem die Synthese der photosynthetischen Komplexe in großer
Menge und womo¨glich weitestgehend ungeschu¨tzt abla¨uft. Hierbei ko¨nnte eine Energiedissipation
u¨ber das OHP-Heterodimer einen entscheidenden Anteil am Schutz vor Lichtscha¨digung haben.
Warum das letztendlich synthetisierte D1 in den OHP1-RNAi-Linien sta¨rker photosensitiv ist,
mu¨sste Gegenstand weiterer Untersuchungen sein. Momentan liegen aber keine Ergebnisse vor,
welche die Annahme rechtfertigen, dass die OHPs Teil der assemblierten PSII-Komplexe (PSII-
Dimer bzw. PSII-LHCII-Superkomplexe) sind, und somit an der Photoprotektion von reifem PSII
beteiligt sein ko¨nnten (vgl. Hey et al. 2018a, Fig. 1F). Gegen eine spezielle Funktion der OHPs im
Proplastiden/Etioplasten spricht zudem die Beobachtung, dass die Proteingehalte beider OHPs
wa¨hrend der Deetiolierung stark ansteigen, d.h. eher mit dem differenzierenden Chloroplasten
korrelieren.
4.4 Das OHP1-OHP2-Heterodimer bindet Chlorophyll u¨ber die konservierten
Aminosa¨uren des Chlorophyllbindemotivs
Die Chlorophyllbindung basiert auf der Bildung des OHP1-OHP2-Heterodimers sowie den
konservierten Aminosa¨uren Zur Charakterisierung der Pigmentbindeeigenschaften der OHPs
wurde ein in vitro-Rekonstitutionsansatz genutzt, der fu¨r LHCII in fru¨heren Arbeiten (Natali
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et al. 2014) sowie in dieser Arbeit erfolgreich angewandt werden konnte: Auf CN-Gelen waren
pigmentierte Komplexe sichtbar und die Sto¨chiometrie der enthaltenen Pigmente entsprach der
des nativen LHCII (Abb. 3.24, Tab. 3.1). Wa¨hrend monomere LHCPs aufgrund ihrer Prima¨rstruktur
bereits zur (fu¨r die Pigmentbindung wichtigen) intramolekularen Bildung eines LHC-Helixpaares
in der Lage sind, wurde hinsichtlich der OHPs eine Heterodimerisierung als essentielle Vorausset-
zung fu¨r die Pigmentbindung vermutet. Diese Hypothese konnte experimentell besta¨tigt werden,
da die Rekonstitution mit den Einzelproteinen gegenu¨ber dem stark gefa¨rbten OHP1-WT/OHP2-
WT-Ansatz nur schwach gefa¨rbte Eluate ergab (Abb. 3.24 A-C,G). Diese trennten sich zudem in
CN-Gelen nicht in pigmentierte Banden auf (Abb. 3.25 A). Insgesamt stu¨tzen diese Ergebnisse
die Idee der ausschließlichen OHP-Heterodimerisierung. Selbst wenn die theoretische Bildung
von Homodimeren (bzw. Oligomeren) in den Einzel-Rekonstitutionsansa¨tzen nicht ausgeschlossen
werden kann, ist offensichtlich, dass diese nicht zur Bindung von Pigmenten in der Lage sind.
Insofern unterscheiden sich die OHPs auch von dem potentiell zur Bildung von pigmentbindenden
Homodi- und Homooligomeren fa¨higen HliC-Protein (Shukla et al. 2018).
Der nachfolgende Schritt in der Charakterisierung der Pigmentbindung war die Verwendung
der AAA-Proteinvarianten in Form der beiden mo¨glichen OHP-WT/AAA-Kombinationen. Auch
diese Rekonstitutionen ergaben wie die Einzelansa¨tze nur schwach pigmentierte Eluate, ohne in
CN-Gelen sichtbare, pigmentierte Komplexe zu zeigen (Abb. 3.24 D-F,H; 3.25 B). Die in den LHCPs
an der Chl-Bindung beteiligten, konservierten Aminosa¨uren ko¨nnen entsprechend fu¨r die OHPs als
essentiell angesehen werden. Es ist wahrscheinlich, dass die konservierten Aminosa¨uren generell
bei allen Proteinen der LHC-Familie essentiell sind, auch wenn sie wie im Fall des (grundsa¨tzlich
nicht-pigmentbindenden) PsbS-Proteins bzw. im Fall von LIL3 (s.u.) nicht zwangsla¨ufig mit der
Pigmentbindung im Zusammenhang stehen mu¨ssen. Auch muss die Pigmentbindung nicht in allen
Fa¨llen essentiell fu¨r die Proteinfunktion sein. Fu¨r die anderen Proteine der LHC-Familie mu¨ssten
jedoch zur Besta¨tigung dieser Hypothese entsprechende Untersuchungen z. B. mit Komplementati-
onskonstrukten durchgefu¨hrt werden. Es sollte hervorgehoben werden, dass der Austausch der drei
konservierten Aminosa¨uren in den OHP-AAA-Varianten nicht deren Fa¨higkeit zur Interaktion mit
der jeweils anderen WT-Variante beeintra¨chtigte (Abb. 3.18 A, 3.20 A). Die Heterodimerisierung
ist daher von der Chl-Bindung unabha¨ngig. Zudem la¨sst sich die ausbleibende Pigmentbindung
in den WT/AAA-Kombinationsansa¨tzen nicht durch eine fehlende Heterodimerisierung erkla¨ren.
Auch die Interaktion von OHP2-AAA mit HCF244 war erwartungsgema¨ß nicht grundsa¨tzlich
gesto¨rt (Abb. 3.20 B).
Aufgrund des erwartbar hohen Anteils an nicht-pigmentbindenden OHP-Proteinen im WT/WT-
Rekonstitutionsansatz wurden die extrahierten Pigmente auf sechs Chl a-Moleku¨le normiert
(Tab. 3.2), insbesondere um die Werte mit den fu¨r die Hlips experimentell bestimmten Werten
vergleichen zu ko¨nnen. Dabei zeigte sich, dass relativ zu den sechs Moleku¨len Chl a ein Chl b
und zwei Carotinoide (β-Car sowie Lutein in a¨quimolarem Verha¨ltnis) gebunden waren. Dies traf
mit großer U¨bereinstimmung fu¨r drei unabha¨ngige Rekonstitutionsansa¨tze zu (Tab. 3.2). Eine
Sinnhaftigkeit dieser Art von Normierung ergibt sich im U¨brigen aus der Beobachtung, dass
sich nur bei Normierung auf sechs Chl a-Moleku¨le ganze Zahlen auch fu¨r die anderen Pigmente
erhalten ließen. Fu¨r β-Car wurde eine starke Anreicherung im WT/WT-Ansatz im Vergleich zur



















Abbildung 4.3: Modell der Pigmentbindung an das OHP1-OHP2-Heterodimer. Die Strukturen der C-terminalen
Abschnitte beider OHPs (OHP1: Aminosa¨uren 66-110, OHP2: Aminosa¨uren 127-172) wurden durch den Phyre2-Server
modelliert (Kelley et al. 2015) und anschließend in PyMOL mit Helix 1 (OHP1, rot) bzw. Helix 3 (OHP2, blau) eines
LHCII-Monomers aus der LHCII-Kristallstruktur (PDB-Eintrag 1rwt, Liu et al. 2004) u¨berlagert. A, U¨berlagerung der
drei Strukturen. Zusa¨tzlich sind zwei Lutein- (orange) und sechs Chl a-Moleku¨le (gru¨n) aus der LHCII-Kristallstruktur
sind dargestellt. B, Alleinige Darstellung der OHPs sowie der ausgewa¨hlten Pigmentmoleku¨le.
wurden (Tab. 3.2). Interessant ist die Beobachtung, dass das OHP1-WT/OHP2-WT-Dimer gleiche
Sto¨chiometrien an Chl a (sechs) zu Carotinoiden (zwei) wie das HliC/HliD-Dimer binden konnte
(Staleva et al. 2015). Dies spricht dafu¨r, dass die Pigmentbindung in beiden Fa¨llen vermutlich sehr
a¨hnlich aussieht.
Durch U¨berlagerung der mittels des Phyre2-Servers modellierten Strukturen der OHP-C-Termini
mit der Kristallstruktur eines LHCII-Monomers la¨sst sich ein Eindruck von der mo¨glichen Assozia-
tion der OHP-Varianten miteinander und der Pigmentbindung des OHP1-OHP2-Heterodimers
gewinnen (Abb. 4.3). Auffa¨llig ist, dass die TMHs der OHP-Varianten am N-terminalen Ende
deutlich ku¨rzer sind als die Helices 1 und 3 von LHCII (Abb. 4.3 A). Dies ko¨nnte aber auch
auf eine fehlerbehaftete Vorhersage der OHP-Sekunda¨rstruktur zuru¨ckzufu¨hren sein: Die Mo-
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dellierung wurde drei Aminosa¨urepositionen vor den konservierten Aminosa¨uren begonnen, da
Sekunda¨rstruktur-Vorhersagetools wie JPred4 (Drozdetskiy et al. 2015) einen Beginn der Helix
fru¨hestens an dieser Stelle vorhersagten. In jedem Fall lassen sich sechs Chl a-Moleku¨le und zwei
Carotinoide entsprechend der LHCII-Kristallstruktur so um die beiden OHP-Helices anordnen
(Abb. 4.3 B), dass alle Chl-Moleku¨le in Kontakt zu den Proteinen stehen. Die vier am N-terminalen
Ende der Helices gebundenen Chl-Moleku¨le interagieren mit den konservierten Aminosa¨uren (vgl.
Abschnitt 1.3.4).
Obwohl die konservierten Aminosa¨uren in LHCII nachweislich spezifisch an der Koordination
von Chl-Moleku¨len, nicht aber an der Bindung von Carotinoiden beteiligt sind (Liu et al. 2004),
verhinderte der Austausch der entsprechenden Aminosa¨uren in den OHPs nicht nur die Bindung
von Chl, sondern auch die von Carotinoiden. Andernfalls wa¨re eine im Vergleich zu den Chl-
Mengen signifikante Akkumulation der Carotinoide zu erwarten gewesen. Dies war aber nicht der
Fall (Tab. 3.2). Das bedeutet, dass fu¨r die Carotinoidbindung die Interaktion zu den Chl-Moleku¨len
essentiell sein muss. In der Tat ergab eine Analyse der LHCII-Kristallstruktur (PDB-Eintrag 1rwt),
dass die Carotinoide neben Kontakten zu Aminosa¨uren (ausschließlich außerhalb des konservierten
Motivs) vor allem Kontakte zu Chl-Moleku¨len aufwiesen. Die spektroskopische Analyse des OHP1-
WT/OHP2-WT-Komplexes zeigte, dass in begrenztem Maße Energietransfer von Chl b auf Chl a,
sowie von den Carotinoiden auf sowohl Chl a als auch Chl b stattfand (Abb. 3.25 C-F). Im Vergleich
zum wie erwartet vollsta¨ndigen Energietransfer von Chl b zu Chl a in LHCII (Abb. 3.23 D) war
der Energietransfer im OHP-Komplex aber nur partiell. Ob eine solche Energieu¨bertragung in
vivo zweckma¨ßig ist, sowie ob Chl b tatsa¨chlich fester Bestandteil des nativen OHP-Komplexes
ist, mu¨sste durch weitergehende Aufreinigung und Charakterisierung des Komplexes untersucht
werden.
Die konservierten Aminosa¨uren im Chlorophyllbindemotiv sind unabdingbar fu¨r die biologi-
sche Funktion von OHP1 und OHP2 Falls die Fa¨higkeit des OHP-Heterodimers zur Pigmentbin-
dung essentiell fu¨r dessen biologische Funktion ist, sollte eine Komplementation der ohp-Mutanten
mit den OHP-AAA-Varianten aufgrund des Funktionsverlusts nicht mo¨glich sein. Im Fall von
OHP1-AAA konnte erwartungsgema¨ß nicht einmal eine partielle Komplementation von ohp1
beobachtet werden, obwohl die mutierte Proteinvariante u¨berakkumulierte (Abb. 3.16 A,C). Die
OHP2-AAA-Linien im ohp2-Hintergrund dagegen zeigten eine partielle Komplementation des
Mutantenpha¨notyps (Abb. 3.19 A,C). Interessanterweise scheinen daher die konservierten Ami-
nosa¨uren des Chl-Bindemotivs in OHP1 aus bisher unklaren Gru¨nden wichtiger fu¨r die Funktion
des OHP-Heterodimers zu sein. Mo¨glicherweise ha¨ngt dies mit der vermuteten essentiellen Funkti-
on von OHP1 in fru¨hen Entwicklungsstadien zusammen (s.o.): In den ohp2/OHP2-AAA-Linien
lag (im Gegensatz zu den ohp1/OHP1-AAA-Linien) die aktive WT-OHP1-Variante vor. Die Exis-
tenz der OHP1-Funktion in den fru¨hen Entwicklungsstadien der ohp2/OHP2-AAA-Linien kann
daher angenommen werden, was die gegenu¨ber den OHP1-AAA-Linien bessere Komplementa-
tionsfa¨higkeit erkla¨ren ko¨nnte. Schlussendlich la¨sst sich anhand der oben gezeigten Ergebnisse
auch die verringerte Aktivita¨t des OHP2-HCF244-Komplexes in den VIGS-OHP1-Linien durch
das Unvermo¨gen des isolierten OHP2-Proteins zur Pigmentbindung erkla¨ren. Mo¨glicherweise
kann OHP2 in VIGS-OHP1 jedoch trotzdem eine (fu¨r einen ineffizienten Chl-Transfer an pD1
ausreichende) transiente Interaktion zu Chl aufnehmen.
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Li et al. (2018) identifizierten die identischen konservierten Aminosa¨uren im Chl-Bindemotiv
der OHPs, nutzten aber nur Konstrukte mit einer gleichzeitigen Mutation der ersten beiden
Aminosa¨uren (ExxNxR), sowie einer alleinigen Mutation der dritten (ExxNxR) zur Komplementation
der ohp-Mutanten. Die entsprechenden Linien waren pha¨notypisch unauffa¨llig, zeigten aber einen
verringerten Fv/Fm-Wert. Wa¨hrend niedrigere Gehalte der jeweils anderen OHP-Variante in den von
Li et al. (2018) beschriebenen Komplementationslinien angesichts der oben gezeigten Ergebnisse
u¨berraschend und inkonsistent sind, und nur durch nicht-WT-artige Gehalte der mutierten OHP-
Variante erkla¨rt werden ko¨nnen, entsprechen niedrigere Mengen von D1 der Erwartung, wenn
man eine Beteiligung der konservierten Aminosa¨uren an der Chl-Bindung und Weiterleitung
annimmt. Zusammengenommen la¨sst sich aus den gezeigten Ergebnissen ableiten, dass alle drei
konservierten Aminosa¨uren im Chl-Bindemotiv fu¨r die Funktion beider OHPs von Relevanz sind.
4.5 Die OHPs unterliegen einer posttranslationalen Kontrolle
Die Proteinlevel der OHPs sind strikt kontrolliert Verschiedene Beobachtungen stu¨tzen die
Hypothese, dass die Proteingehalte beider OHPs stringent kontrolliert werden: So entsprach die
Zunahme der Proteinmenge in den OHP-OX-Linien nicht der Akkumulation der entsprechenden
Transkripte (Abb. 3.10 B,C). Ferner bewirkte die U¨berexpression der HA-StrepII-getaggten OHP-
Varianten sogar nur eine Akkumulation der Fusionsproteine in Ho¨he von maximal 20% der WT-
Proteine (Hey et al. 2018a, Suppl. Fig. 1, 2). Bei der Expression der WT-U¨berexpressionskonstrukte
(ohne Tag) im entsprechenden ohp-Hintergrund erreichten die OHP-Proteinmengen wiederum
maximal das WT-Level (Abb. 3.16 C, 3.19 C). Die entscheidende Ausnahme stellten die OHP1-AAA-
Komplementationslinien dar, bei denen eine mit den WT-Konstrukten vergleichbare Expression zu
deutlich erho¨hten Proteinmengen der OHP1-AAA-Variante fu¨hrte (Abb. 3.16 C). Basierend auf
diesen Ergebnissen lassen sich folgende Hypothesen zur Kontrolle der Proteinlevel aufstellen: Zum
einen geschieht die Kontrolle posttranslational, vermutlich durch eine proteolytische Aktivita¨t
im Chloroplasten. Signifikante Vera¨nderungen in der OHP-Prima¨rstruktur wie das Anha¨ngen des
HA-StrepII-Tags (sowie in gewissem Grad auch die Expression der verku¨rzten OHP2-Varianten)
scheinen die entsprechenden Proteine besonders instabil zu machen. OHP1 (und HCF244) er-
wies(en) sich wie oben dargelegt als besonders anfa¨llig gegenu¨ber dem proteolytischen Abbau, was
sich insbesondere in Abwesenheit von OHP2 deutlich zeigte. Die Bindung von OHP1 an OHP2
scheint OHP1 daher vor Degradation zu bewahren. Es bleibt jedoch offen, ob die Degradation von
OHP1 in Abwesenheit von OHP2 ein gezielter (bzw. notwendiger) Effekt oder eine unspezifische
(d.h. ungewu¨nschte) Nebenwirkung der OHP2-Abwesenheit ist. Ein negativer Einfluss frei vor-
liegender OHP1-(WT)-Proteine la¨sst sich aus den erhobenen Daten nicht unmittelbar ableiten.
Allerdings konnte in keiner der untersuchten Linien OHP1 alleine stabilisiert werden, wodurch
die Auswirkungen frei vorliegender OHP1-Proteine nicht untersucht werden konnten.
Ein wichtiger Schritt in der funktionellen Charakterisierung der OHPs wa¨re die Identifikation der
fu¨r die Degradation von OHP1 zusta¨ndigen Protease. Der experimentelle Ansatz hierfu¨r wurde als
Proof of Concept angedeutet, und kann in Form einer VIGS-vermittelten Inaktivierung von OHP2
im Hintergrund von Proteasemutanten bzw. in Form einer VIGS-abha¨ngigen Co-Inaktivierung
von OHP2 und entsprechenden Protease-Genen (insbesondere im Fall von Protease-Genen, deren
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Inaktivierung zu drastischen Mutantenpha¨notypen fu¨hrt) ausgefu¨hrt werden. Dabei muss beachtet
werden, dass die Protease-Mutanten in der Regel wachstumsverzo¨gert sind und daher fru¨her als
der WT ausgesa¨t werden mu¨ssen, um im gleichen Wachstumsstadium mit den VIGS-Konstrukten
infiltriert werden zu ko¨nnen. Die hier verwendeten Protease-Mutanten waren clpC1, neben ClpC2
und ClpD eines der Substrat-erkennenden Chaperone des Clp-Komplexes (Olinares et al. 2011),
sowie ftsH2, die abundanteste Untereinheit des FtsH-Komplexes (Kato et al. 2018). Die Inaktivie-
rung von OHP2 in clpC1 bzw. ftsH2 hatte den gleichen destabilisierenden Effekt auf OHP1 wie im
WT-Hintergrund (Abb. 3.12). Die Erkennung von OHP1 als Substrat fu¨r den Stroma-lokalisierten,
lo¨slichen Clp-Komplex durch ClpC1 sowie fu¨r den Thylakoid-gebundenen FtsH-Komplex durch
FtsH2 scheint daher unwahrscheinlich. Da aber in beiden Komplexen weitere Untereinheiten
an der Substraterkennung beteiligt sind, kann weder das Clp-System, noch FtsH endgu¨ltig als
zusta¨ndige Protease ausgeschlossen werden. Eine interessante Beobachtung ist zudem, dass die
clpC1/VIGS-OHP2 und ftsH2/VIGS-OHP2-Linien im Gegensatz zur Col-0/VIGS-OHP2-Kontrolle
keinen additiven makroskopischen Pha¨notyp zeigten (Abb. 3.7 A). clpC1-Mutanten besitzen nied-
rigere Gehalte von Untereinheiten beider Photosysteme (Sjo¨gren et al. 2004), wa¨hrend FtsH2 fu¨r
die Chloroplastenentwicklung und den effizienten Abbau von D1 im PSII-Reparaturmechanismus
wichtig ist (Kato et al. 2012). Die Verbindung von ClpC1 und FtsH2 zur Etablierung und Aufrecht-
erhaltung der PSII-Funktion wirkt sich daher vermutlich in Abwesenheit von OHP2, d.h. vor dem
Hintergrund einer sowieso schon beeintra¨chtigten PSII-Synthese, schwa¨cher aus als im WT.
Von besonderem Interesse im Zusammenhang mit dem proteolytischen Abbau von OHP1 war
die Beobachtung, dass die U¨berexpression der OHP1-AAA-Variante im ohp1-Hintergrund (bei
gleich hohen OHP1-Leveln wie die U¨berexpression des OHP1-WT-Konstrukts) zu einer signifi-
kanten U¨berakkumulation des Proteins fu¨hrte (Abb. 3.16 C). Das Protein war daru¨ber hinaus
selbst in Abwesenheit von OHP2 (d.h. VIGS-OHP2) in WT-OHP1-Mengen stabil (Abb. 3.18 B,C).
Hieraus lassen sich zwei mo¨gliche Funktions- bzw. Regulationsmechanismen ableiten: (i) Einerseits
wa¨re es denkbar, dass die fu¨r den Abbau von OHP1 zusta¨ndige Protease das Chl-Bindemotiv als
Erkennungsstelle beno¨tigt. Dann ko¨nnte mo¨glicherweise ein fu¨r die Proteine der LHC-Familie
spezifischer Degradationsmechanismus vorliegen. Einschra¨nkend muss allerdings angemerkt wer-
den, dass der Effekt in den OHP2-AAA-Linien nicht auftrat, d.h. nur maximal WT-OHP2-Mengen
nachweisbar waren (Abb. 3.19 C). Eine erho¨hte Stabilita¨t der OHP2-AAA-Variante ist spekulativ,
da keine Bedingung existiert, unter welcher OHP2 selektiv (d.h. ohne Beeintra¨chtigung von OHP1
und HCF244) destabilisiert werden kann. Als einzige spezifisch fu¨r den Abbau von Proteinen
der LHC-Familie zusta¨ndige Protease wurde bisher FtsH6 beschrieben (Abbau von LHCB1 und
LHCB3 unter Starklicht) (Zelisko et al. 2005, Fig. 4). Die gezeigten Daten waren allerdings wenig
u¨berzeugend und konnten spa¨ter in planta nicht besta¨tigt werden (Wagner et al. 2011). (ii) Anderer-
seits kann nicht ausgeschlossen werden, dass OHP1 wa¨hrend der Ausu¨bung seiner Aktivita¨t durch
gebundene Pigmente photooxidativ gescha¨digt wird, daraufhin seine Funktion verliert und abge-
baut bzw. ersetzt werden muss. Da das OHP1-AAA/OHP2-WT-Heterodimer nachgewiesenermaßen
nicht zur Pigmentbindung fa¨hig war (Abb. 3.24 D-F, 3.25 B), wu¨rde in den OHP1-AAA-Linien
die Photoscha¨digung ausbleiben, was OHP1-AAA eine ho¨here Stabilita¨t verleihen, und damit die
beobachtete Akkumulation ermo¨glichen wu¨rde.
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OHP1 kann Disulfidbru¨cken zu anderen Proteinen ausbilden OHP1 verfu¨gt u¨ber ein (inner-
halb der pflanzlichen OHP1-Proteine) konserviertes Cystein an Position 76, das in der TMH
direkt nach den konservierten Aminosa¨uren des Chl-Bindemotivs lokalisiert ist (Abb. 3.1 A).
In vitro konnte rekombinant exprimiertes OHP1-Protein u¨ber dieses Cystein DTT-sensitive Ho-
modimere ausbilden, wobei die Fa¨higkeit zur redoxabha¨ngigen Dimerisierung bei Mutation des
Cysteins erwartungsgema¨ß verschwand (Abb. 3.1 B). Die Analyse von Proteinextrakten aus Thy-
lakoidmembranen unter nichtreduzierenden Bedingungen erbrachte allerdings keine Hinweise
auf eine physiologische Relevanz der OHP1-Homodimere, was angesichts der oben beschriebe-
nen, ausschließlichen Bildung von OHP1-OHP2-Heterodimeren auch nicht verwundert: Banden
von der erwarteten Gro¨ße des OHP1-Homodimers konnten lediglich durch Inkubation mit dem
Oxidationsmittel Diamid erzeugt werden, und waren in unbehandelten Membranen nicht nach-
weisbar (Abb. 3.1 C, 3.3 A). Die Expression einer OHP1-C76A-Variante fu¨hrte zur vollsta¨ndigen
pha¨notypischen Komplemenation des ohp1-Mutantenpha¨notyps (Abb. 3.2). Interessant war dabei
allerdings, dass die Komplementation schon mit 50% der WT-Menge des mutierten Proteins er-
reicht werden konnte. Die in planta vorliegende Menge an OHP1 scheint mo¨glicherweise ho¨her als
der tatsa¨chliche Bedarf zu sein.
Durch in vitro-Analysen der OHP1-VIGS-Linien sowie der C76A-Komplementationslinien konnten
redoxsensitive OHP1-Addukte (bei etwa 30kDa bzw. im Bereich von 50-100kDa) identifiziert wer-
den (Abb. 3.1 C, 3.3 A), die insgesamt allerdings nur einen Bruchteil des gesamten OHP1-Proteins
repra¨sentierten. Da sich der Redoxzustand des Chloroplasten zwischen Licht und Dunkelheit
unterscheidet, wurde die Akkumulation dieser Addukte nach Starklicht-Inkubation bzw. einer
la¨ngeren Dunkelphase (jeweils 18 Stunden) untersucht. Dabei ergaben sich keine Unterschiede in
der Menge der Addukte (Abb. 3.3 B,C), was deren physiologische Relevanz (zumindest im Hinblick
auf wechselnde Lichtbedingungen) gering erscheinen la¨sst. In Anbetracht der uneingeschra¨nkten
Komplementationsfa¨higkeit des C76A-Konstrukts (wenigstens unter Standardbedingungen) schei-
nen die Addukte auch nicht essentiell fu¨r die Funktion von OHP1 zu sein. Trotz der ausbleibenden
Vera¨nderung der OHP1-Adduktlevel ko¨nnte eine Anzucht der OHP1-C76A-Linien unter Stress-
bedingungen hilfreich fu¨r die Beantwortung der Fragestellung sein, inwieweit das redoxaktive
Cystein eine spezifische biologische Relevanz besitzt.
OHP2 wird an mindestens zwei Positionen phosphoryliert OHP2 besitzt ein Serin an Positi-
on 54 (d.h. am Beginn des Pro-reichen Sequenzabschnitts), das in Hochdurchsatzexperimenten
als Ziel einer Phosphorylierung identifiziert wurde. Dieses Serin ist in OHP2-Proteinen verschie-
dener Pflanzenspezies jedoch nicht konserviert (Abb. 1.5 B). Die Analyse von rekombinant expri-
mierten OHP2-WT und OHP2-S54A-Proteinen in in vitro-Phosphorylierungsassays konnte die
Phosphorylierbarkeit besta¨tigen, allerdings fu¨hrte der entsprechende Aminosa¨ureaustausch nur
zu einer Abschwa¨chung, nicht aber zur vo¨lligen Abwesenheit des OHP2-Phosphorylierungssignals
(Abb. 3.4). Vom Vorliegen mindestens einer weiteren phosphorylierbaren Aminosa¨ure in OHP2
muss daher ausgegangen werden. Die Phosphorylierung konnte sowohl bei Inkubation im Licht
als auch in Dunkelheit beobachtet werden, eine relative Quantifizierung war aufgrund der im
Licht in Gegenwart des Pflanzenextraktes stattfindenden Degradation der rekombinanten Proteine
nicht mo¨glich. Da die Phosphorylierung sowohl bei der Verwendung von Chloroplasten- als auch
von Thylakoidextrakten ablief, kann von einer Thylakoidmembran-gebundenen Kinase ausge-
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gangen werden. Durch Phosphorylierungen wird eine Vielzahl an Prozessen im Chloroplasten
reguliert, weswegen eine Funktionszuschreibung der OHP2-Phosphorylierung an dieser Stelle
reine Spekulation wa¨re. Aufgrund der vermutlich nicht vorliegenden (und daher nicht der Re-
gulierung bedu¨rfenden) enzymatischen Aktivita¨t von OHP2 scheint aber eine Modulation von
OHP2-Proteininteraktionen durch die Phosphorylierung wahrscheinlich zu sein.
Eine weitergehende Charakterisierung der OHP2-Phosphorylierung ko¨nnte in der Identifizierung
der spezifischen Bedingung(en) der Phosphorylierung (bzw. Dephosphorylierung), der weiteren
Phosphorylierungsstellen sowie der verantwortlichen Kinase(n) bestehen. Eine Verwendung von
Punktmutanten zur Komplementation von ohp2 ko¨nnte Aufschluss u¨ber die in vivo-Funktion
der Phosphorylierungsstellen geben. Im Hinblick auf das Serin 54 la¨sst sich feststellen, dass die
generelle Phosphorylierbarkeit an dieser Position nicht essentiell fu¨r die Funktion von OHP2 sein
kann, da dessen Verlust im Zuge der Deletion des gesamten ProRS-Bereiches (∆ProRS, Deletion
der Aminosa¨uren 49-81) die Komplementationsfa¨higkeit von ohp2 nicht negativ beeinflusste.
Vergleichbar mit GUN4 (Richter et al. 2016b) kann aber nicht ausgeschlossen werden, dass im
Gegenteil eine konstitutive Phosphorylierung (experimentell zuga¨nglich in Form einer S54D-
Variante) die Funktion von OHP2 beeintra¨chtigt.
4.6 Einfluss der OHPs und LIL3 auf und mo¨gliche Verbindungen zur
Chlorophyllbiosynthese
Die Abwesenheit der OHPs bewirkt eine sekunda¨re Inaktivierung der Chlorophyllbiosynthe-
se Die cyanobakteriellen Hlips sind mo¨glicherweise neben ihrer Funktion in der Assemblie-
rung der Photosysteme in die Regulation der Chl-Biosynthese involviert (Abschnitt 1.3.3.2). Um
einer Verbindung der OHPs zur Chl-Biosynthese nachzugehen, wurden die Gehalte von Chl-
Biosyntheseenzymen sowie Intermediaten der TP-BS in den VIGS-Linien quantifiziert: Wa¨hrend
alle untersuchten Protein- und Intermediat-Gehalte in VIGS-OHP1 denen in VIGS-GFP entspra-
chen, waren beide in VIGS-OHP2 mit Ausnahme von CHLG deutlich reduziert (Hey et al. 2018a,
Fig. 3A, C). Dies betraf sowohl die Enzyme der ALA-Synthese als auch die des Chl-Zweigs. Da
die entsprechenden Transkriptmengen aber unvera¨ndert waren (Hey et al. 2018a, Suppl. Fig. 5),
lassen sich die verringerten Proteinmengen nur durch eine posttranslationale (und vermutlich
weitestgehend unspezifische) Destabilisierung erkla¨ren. In den niedrigeren Mengen insbesondere
an GluTR in VIGS-OHP2 ist der Grund fu¨r die nur knapp halb so hohe ALA-Syntheserate zu finden
(Hey et al. 2018a, Fig. 3B). Die geringere ALA-Syntheserate wiederum du¨rfte fu¨r die verringerten
Intermediat-Gehalte verantwortlich sein.
Interessanterweise war umgekehrt der Gehalt beider OHP-Varianten in Mutanten von Chl-Biosyn-
theseenzymen (mit Ausnahme einer leichten Reduktion in gun4-3) nicht vera¨ndert (Abb. 3.5 A).
Diese Linien zeichnen sich aufgrund des reduzierten Flusses an Intermediaten, d.h. der geringeren
Chl-Syntheseleistung durch einen hellgru¨nen makroskopischen Pha¨notyp aus. Auf molekularer
Ebene bedeutet dies eine Limitierung in der Versorgung photosynthetischer Proteine mit Chl,
was unmittelbar zu einer Reduktion der Antennenproteine aufgrund einer Degradation der Chl-
freien Apoproteine fu¨hrt. Dass die OHPs unter diesen Bedingungen nicht destabilisiert werden
bedeutet einerseits, dass eine Absa¨ttigung des OHP-Heterodimers mit Pigmenten nicht essentiell
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fu¨r dessen Stabilita¨t ist. In der Tat ist dies anzunehmen, da wie oben dargelegt auch in den
OHP-AAA-Komplementationslinien trotz der anzunehmenden Unfa¨higkeit des WT/AAA-OHP-
Heterodimers zur Pigmentbindung mindestens WT-a¨hnliche Gehalte beider OHPs akkumulierten.
Alternativ ließe sich eine (im Vergleich zu den LHCPs) besonders hohe Affinita¨t der OHPs zu
Pigmenten postulieren, welche folglich auch unter Bedingungen limitierter Chl-Verfu¨gbarkeit zu
einer ausreichenden Versorgung des OHP-Dimers mit Pigmenten fu¨hren ko¨nnte.
Die reduzierte ALA-Syntheserate in VIGS-OHP2 stand in U¨bereinstimmung mit entsprechenden
Beobachtungen in Hlip-Deletionsmutanten (Xu et al. 2002; Yao et al. 2012). Wa¨re die ausblei-
bende Stimulation der ALA-Biosynthese durch die OHPs ein entscheidender Aspekt des ohp-
Mutantenpha¨notyps, so mu¨sste die Anzucht der ohp-Mutanten in Gegenwart von ALA zu einer
partiellen Komplementation fu¨hren ko¨nnen. Dies war jedoch nicht der Fall, und insbesondere
ohp2 wuchs bei Anwesenheit von 100µM ALA im Medium noch schlechter als im ALA-freien
Medium (Abb. 3.5 B). Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass dies auf die Akkumulation
phototoxischer Intermediate und dadurch verursachten oxidativen Stress zuru¨ckzufu¨hren ist.
Die verringerte ALA-Syntheserate in VIGS-OHP2 la¨sst sich daher vermutlich vollsta¨ndig auf die
Destabilisierung der entsprechenden Enzyme zuru¨ckfu¨hren, und steht in keinem spezifischen
Zusammenhang mit der Abwesenheit der OHPs. Auch wenn keine umfassenden Studien von
ALA-Syntheseraten in Mutanten der Photosystem-Assemblierung vorliegen, so kann angenommen
werden, dass eine Restriktion der ALA-Syntheserate ein genereller Effekt in solchen Mutanten
ist. Auf diesem Weg wu¨rde die Akkumulation freier Chl-Moleku¨le bzw. von Zwischenprodukten
verhindert werden. In der Regulation der ALA-Synthese leistet die proteolytische Aktivita¨t der
Clp-Protease gegenu¨ber der GluTR einen signifikanten Beitrag (Apitz et al. 2016), weswegen
eine spezifische Degradation dieses Enzyms in VIGS-OHP2 nicht ausgeschlossen werden kann.
Im Gegensatz zur OHP-Deregulation bewirken Mutanten von Chl-Biosyntheseenzymen (wie bei
Expression einer CHLG-Antisense-RNA) zum Teil aber auch reduzierte ALA-Syntheseraten u¨ber
eine transkriptionale Kontrolle der GluTR-Expression (Shalygo et al. 2009).
LIL3 stabilisiert spezifisch CHLP und POR Neben der etablierten Interaktion von LIL3 zu CHLP,
sowie weiteren potentiellen Interaktionen zu CHLG und POR (Tanaka et al. 2010; Mork-Jansson
et al. 2015b) wurde die stabilisierende Wirkung von LIL3 gegenu¨ber CHLP in der Literatur bereits
umfassend beschrieben (Tanaka et al. 2010; Takahashi et al. 2014). Eine funktionelle Verbin-
dung von LIL3 zur Chl-Biosynthese erschien daher wahrscheinlich, sodass der Effekt einer LIL3-
Defizienz auf die Chl-Biosynthese genauer untersucht werden sollte. Da die lil3-Einzelmutanten
im Gegensatz zu den ohp-Mutanten aufgrund der funktionellen Redundanz von LIL3.1 und LIL3.2
pha¨notypisch unauffa¨llig sind, wurden die lil3-Doppelmutante bzw. VIGS-LIL3.1/LIL3.2-Linien
analysiert: Es zeigte sich, dass (vor allem im Gegensatz zu den VIGS-OHP2-Linien) eine spezifische
Destabilisierung von CHLP sowie POR zu beobachten war (Hey et al. 2017, Fig. 2B, 3C). Die
anderen untersuchten Proteine der TP-BS waren im Wesentlichen unvera¨ndert. Als Konsequenz
der reduzierten CHLP-Menge in den VIGS-LIL3.1/LIL3.2-Linien sank der Gehalt an phytylierten
Chl a und b-Spezies auf weniger als 20% des Gesamt-Chl-Gehalts. Zusa¨tzlich waren auch die Inter-
mediate des Chl-Zweigs der TP-BS MgP, MgPMME, Pchlid und Chlid stark reduziert. Dieser Effekt
la¨sst sich vermutlich auf die Reduktion der ALA-Syntheserate in den VIGS-LIL3.1/LIL3.2-Linien
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Abbildung 4.4: Modell der LIL3-Funktion in der spa¨ten Chl-Biosynthese. Ein LIL3-Homo- oder Heterodimer bindet
CHLP und POR an die Thylakoidmembran. CHLP reduziert GGPP zu Phytol-PP. POR wird vermutlich von LIL3 mit
seinem Substrat Pchlid versorgt, welches zu Chlid umgesetzt wird. CHLG kombiniert Phytol-PP und Chlid im finalen
Syntheseschritt zu Chl. GGPP bzw. Phytol-PP ko¨nnen sowohl lo¨slich als auch membrangebunden sein (Moore 2018).
zuru¨ckzufu¨hren (Hey et al. 2017, Fig. 4C-F). Interessant ist zudem, dass in porB-Mutanten eine
erho¨hte Akkumulation von LIL3.1 und LIL3.2 zu beobachten war (Hey et al. 2017, Fig. 6B). Hierbei
ko¨nnte es sich um einen kompensatorischen Effekt handeln.
LIL3 interagiert u¨ber seine N-terminale globula¨re Doma¨ne mit POR (Hey et al. 2017, Suppl. Fig 2B).
Die Interaktionsstelle von LIL3 mit CHLP ist nicht bekannt. Die Beteiligung der konservierten
Aminosa¨uren im Chl-Bindemotiv von LIL3 an der Interaktion zu CHLP wurde zwar postuliert
(Takahashi et al. 2014), erscheint jedoch unwahrscheinlich angesichts der Tatsache, dass diese
Aminosa¨uren in der TMH lokalisiert sind und CHLP ein lo¨sliches Protein ist. CHLP interagiert
vermutlich eher wie POR mit der globula¨ren Doma¨ne oder alternativ mit dem C-terminalen
Abschnitt von LIL3, der wie die globula¨re Doma¨ne ins Stroma zeigt. Insofern wa¨re es denkbar,
dass ein LIL3-Dimer gleichzeitig sowohl ein Moleku¨l POR als auch CHLP binden kann (Abb. 4.4).
Weder LIL3 noch die OHPs zeigen eine physische Interaktion zu CHLG Wa¨hrend die Interak-
tion zwischen der N-terminalen, globula¨ren Doma¨ne von LIL3 mit POR durch Pulldown-, BiFC-
und Yeast-2-Hybrid-Experimente besta¨tigt werden konnte, wurden keine Hinweise gefunden, die
eine stabile Interaktion zwischen LIL3 und CHLG stu¨tzen wu¨rden (Hey et al. 2017, Fig. 5, Suppl.
Fig. 2). Obwohl fu¨r die Hlips eine direkte Verbindung zu ChlG gezeigt und fu¨r LIL3 eine solche
postuliert wurde, konnten in dieser Arbeit weder Interaktionen besta¨tigt, noch stabilisierende Ein-
flu¨sse der OHPs/LIL3 auf CHLG beobachtet werden. Vielmehr erwies sich das (membransta¨ndige)
CHLG-Protein als bemerkenswert stabil, selbst in Linien mit beeintra¨chtigter Thylakoidmembran-
struktur wie den VIGS-OHP2-Linien (Hey et al. 2018a, Fig. 3C). Nichtsdestotrotz ist die Annahme
einer funktionellen Verbindung zwischen CHLG und der Synthese bzw. Integration Chl-bindender
Proteine naheliegend, da dies einen effizienten Chl-Transfer gewa¨hrleisten wu¨rde. Die pflanzli-
chen OHPs scheinen im Gegensatz zu den homologen cyanobakteriellen Hlips diesbezu¨glich aber
unzweifelhaft anders zu funktionieren, weswegen einerseits die funktionelle Charakterisierung
der weiteren, weitestgehend unbeachteten Vertreter der LHC-Familie (ELIPs und insbesondere
SEPs) Aufschluss u¨ber deren mo¨gliche Verbindung zu CHLG geben ko¨nnte. Andererseits wa¨re es
konsequent, von CHLG ausgehend nach mo¨glichen Interaktionspartners zu suchen. Letztendlich
kann aber sowohl fu¨r LIL3 als auch fu¨r die OHPs nicht ausgeschlossen werden, dass transiente
Interaktionen zu CHLG existieren, diese aber nicht stabil genug sind, um in den ga¨ngigen in
vitro-Experimenten detektiert werden zu ko¨nnen.
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Wa¨hrend der PSII-Reparatur wird im Zuge der D1-Degradation Chl und β-Car freigesetzt. Yao
et al. (2007) schlugen eine Chl-Speicherfunktion von HliA/HliB wa¨hrend der PSII-Reparatur vor.
Dazu passt die Beobachtung, dass ein PSI-defizienter, Hlip–-Stamm eine deutlich gegenu¨ber den
Kontroll-Sta¨mmen (nur PSI-defizient) verringerte Halbwertszeit von Chl aufwies (Yao et al. 2012).
Mo¨glicherweise wird freigesetztes Chl in den Hlip–-Sta¨mmen in gro¨ßerem Maße abgebaut, da
es nicht gespeichert werden kann. Dem gegenu¨ber steht jedoch die Hypothese, dass aus PSII
freigesetztes Chl vermutlich vollsta¨ndig in Chlid und den Phytol-Rest gespalten wird (Vavilin et al.
2007). Sowohl Chlid als auch der Phytol-Rest (nach dessen Phosphorylierung) ko¨nnen von CHLG
recycelt und das synthetisierte Chl dann in neue D1-Proteine eingebaut werden (Komenda et al.
2012b; Lin et al. 2014). In diesem Fall sollte eher ein Speicherbedarf fu¨r Chlid denn fu¨r Chl bestehen.
In Arabidopsis za¨hlt die Speicherung von Chl(id) angesichts der oben beschriebenen Ergebnisse
ho¨chstwahrscheinlich nicht zu den Funktionen der OHPs. Als weitere Kandidaten der LHC-Familie
bieten sich dafu¨r jedoch insbesondere die SEPs an, auch wenn fu¨r die ELIPs von Hutin et al.
(2003) bereits eine Speicherfunktion vorgeschlagen wurde: Die konstitutive Expression der SEP-
Gene sowie deren erho¨hte Expression unter Stressbedingungen (Heddad et al. 2000) korrelieren
mit einem erho¨hten D1-Umsatz, ergo einem erho¨hten Bedarf an Chl(id)-Speicherkapazita¨t unter
Stressbedingungen. Die Nichtbeteiligung der OHPs an der Chlid-Speicherung macht auch Sinn
angesichts der nicht etablierbaren Interaktion mit CHLG: Eine Interaktion des Chlid-Speichers
mit CHLG ist unumga¨nglich, da Chlid an CHLG zur Chl-Synthese abgegeben werden muss. Dass
LIL3 in vitro nicht nur zur Bindung von Chl, sondern auch der Chl-Vorstufen fa¨hig war (s.u.),
la¨sst eine grundsa¨tzliche Befa¨higung dazu auch der anderen Vertreter der LHC-Familie vermuten.
Dass die Chl-Vorstufen (insbesondere diejenigen mit bereits inseriertem Mg2+-Ion) Chl chemisch
sehr a¨hnlich sind, ko¨nnte die Befa¨higung von LIL3 zur Mg-Porphyrin-Bindung erkla¨ren. Ob eine
potentielle Bindung von Chl-Vorstufen (insbesondere in vivo) fu¨r die Funktion der Vertreter der
LHC-Familie von Bedeutung ist, mu¨ssen weitergehende Analysen zeigen.
LIL3 bindet Tetrapyrrole und dient als Substratcarrier zwischen den spa¨ten Enzymen der
Chlorophyllbiosynthese Eine generelle Befa¨higung von LIL3 zur Chl-Bindung in vitro wurde
von Mork-Jansson et al. (2015a) beschrieben, und die Autoren fanden Hinweise darauf, dass die
Heterodimerisierung von LIL3.1 mit LIL3.2 (aufgrund der Affinita¨ten beider Isoformen zueinan-
der bzw. zu Chl a) einer Chl-Bindung vorausgehen sollte. Weitere Studien der gleichen Autoren
zeigten jedoch, dass eine Rekonstitution von LIL3 auch mit den Einzelproteinen mo¨glich war
(Mork-Jansson et al. 2018), wenngleich die Rekonstitution mit einer Mischung von LIL3.1 und
LIL3.2 stabilere Komplexe ergab. Insofern unterscheidet sich die LIL3-Pigmentbindung signifikant
von der der OHPs, welche, wie oben dargelegt, auf die Bildung von Heterodimeren zur Pigment-
bindung zwingend angewiesen sind. Wa¨hrend die konservierten Aminosa¨uren im Chl-Bindemotiv
fu¨r die Funktion der OHPs unabdingbar sind, trifft dies fu¨r LIL3 nur eingeschra¨nkt zu: Entspre-
chende LIL3.1-AAA-Konstrukte (mit einer leicht von den OHP-AAA-Kontrukten abweichenden
Auswahl der mutierten Aminosa¨uren, vgl. Abschnitt 1.3.2.4) waren zur partiellen Komplemen-
tation von lil3.1/lil3.2 in der Lage. Eine U¨berakkumulation des LIL3.1-AAA-Proteins hatte sogar
die vollsta¨ndige Komplementation zur Folge (Takahashi et al. 2014). Ein interessanter Unter-
schied bestand jedoch darin, dass die Bildung der im WT nachweisbaren LIL3-CHLP-Komplexe
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in den LIL3.1-AAA-Linien unterbunden war, die entsprechenden Aminosa¨uren also fu¨r die LIL3-
Dimerisierung bzw. die Komplexbildung zwischen LIL3 und CHLP wichtig sein ko¨nnten. Die
hochmolekularen LIL3-CHLP-Komplexe werden als Voraussetzung fu¨r das Erreichen der maxi-
malen CHLP-Aktivita¨t angesehen (Takahashi et al. 2014). Interessant war weiterhin, dass auch
LIL3.1-Varianten mit ausgetauschter TMH (d.h. vollsta¨ndigem Verlust des Chl-Bindemotivs) zur
Komplementation in der Lage waren (Takahashi et al. 2014). Hier besteht ein auffa¨lliger Un-
terschied zu den OHPs, welche durch den Funktionsverlust der TMH in den AAA-Linien ihre
Komplementationsfa¨higkeit einbu¨ßten. Zusa¨tzlich war wie erwartet die OHP2-∆C-Variante ab-
solut nicht zur Komplementation von ohp2 in der Lage. Da die Interaktion von OHP2 mit OHP1
innerhalb der TMH stattfinden du¨rfte, la¨sst sich fu¨r die Verwendung einer OHP2-Variante mit
ausgetauschter TMH (aufgrund einer anzunehmenden Destabilisierung von OHP1) ebenfalls nicht
vom Vorliegen einer Komplementationsfa¨higkeit ausgehen. Zusammengenommen la¨sst sich im
Fall von LIL3 daher aussagen, dass dessen Funktion nicht zwangsla¨ufig auf das Vorliegen der TMH
angewiesen ist, auch wenn das Erreichen der vollen Aktivita¨t vermutlich damit zusammenha¨ngt
(Takahashi et al. 2014). Eine weitergehende Analyse der LIL3.1-AAA-Variante wa¨re sinnvoll, um
den Einfluss der Punktmutationen auf die Chl-Bindeeigenschaft der konservierten Aminosa¨uren
in LIL3 abscha¨tzen zu ko¨nnen.
Aufgrund der fu¨r LIL3 vermuteten Rolle in der Organisation der Chl-Biosynthese wurde untersucht,
ob LIL3 neben Chl auch zur Bindung anderer Tetrapyrrole in der Lage war: Die Analyse der Affinita¨t
von LIL3 zu Proto IX und den spa¨ten Intermediaten des Mg-Zweigs ergab, dass LIL3 grundsa¨tzlich
zur Bindung aller dieser Intermediate imstande war. Interessanterweise zeigte LIL3 dabei die
ho¨chste Affinita¨t gegenu¨ber Pchlid (Hey et al. 2017, Fig. 8, Tab. 1). Entsprechend la¨sst sich vermuten,
dass LIL3 innerhalb der Thylakoidmembran als Substratcarrier zwischen den spa¨ten Enzymen
der Chl-Biosynthese funktioniert. Der Vorteil einer solchen Carrierfunktion wa¨re eine reduzierte
Verlustrate der phototoxischen Intermediate zwischen den einzelnen Enzymschritten. Damit
ko¨nnten deren Steady State-Level insgesamt niedrig gehalten werden, was Photosensibilisierung
vermeiden wu¨rde. Insbesondere die hohe Affinita¨t zu Pchlid wu¨rde bedeuten, dass LIL3 als lokale
Senke fu¨r dieses Intermediat in der Membran dienen ko¨nnte, um es dann an interagierendes POR-
Enzym weiterzuleiten. Indem LIL3 mit CHLP und POR die beiden Enzyme der Chl-Biosynthese
vor dem finalen CHLG-Schritt bindet, wu¨rde es fu¨r eine ra¨umliche Na¨he in der Synthese beider Chl-
Edukte sorgen. Dies wu¨rde die Versorgung von CHLG mit den Chl-Vorstufen Phytol-Pyrophosphat
und Chlid begu¨nstigen (Abb. 4.4).
4.7 Gemeinsamkeiten der LIL3- und OHP-Funktionsweise: Dimerbildung und
Stabilisierung lo¨slicher Proteine durch Bindung an die Thylakoidmembran
Bei aller Divergenz zwischen den dargelegten Funktionen von LIL3 und den OHPs (u.a. Nicht- bzw.
Essentialita¨t der Chl-Bindung fu¨r die Funktion und Verbindung zur TP-BS bzw. PS-Assemblierung)
lassen sich zwei interessante Parallelen zwischen beiden Vertretern der LHC-Familie ziehen:
(i) Beide Proteine funktionieren vermutlich als Dimer. Fu¨r die OHPs ergibt sich dies unmittelbar
aus den oben dargelegten Ergebnissen. Hinsichtlich LIL3 sind die Hinweise zwar weniger direkt,
unter der Annahme einer grundsa¨tzlich a¨hnlichen Funktion der Vertreter der LHC-Familie und
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der Beobachtung, dass eine (Hetero)dimerisierung von LIL3 der Pigmentbindung vorausgeht
(Mork-Jansson et al. 2015a), ist eine Dimerfunktion aber auch fu¨r LIL3 wahrscheinlich. Im Fall der
OHPs werden ausschließlich Heterodimere gebildet, wa¨hrend die Situation bei den LIL3-Proteinen
weniger eindeutig ist. Angesichts der großen Sequenzidentita¨t von LIL3.1 und LIL3.2 (Hey et al.
2017, Fig. 1), sowie deren funktioneller Redundanz la¨sst sich aber annehmen, dass auch LIL3-
Homodimere aktiv sind. Die Notwendigkeit zur intermolekularen Dimerisierung von LIL3 und
OHP1/OHP2 ist angesichts der Bildung intramolekularer Dimere in Form von Helix 1–Helix 3-
Paaren bei den LHCPs (und PsbS) unmittelbar versta¨ndlich. In einer zuku¨nftigen Analyse der SEPs
sollte dieser Punkt daher entsprechende Aufmerksamkeit erhalten.
(ii) Sowohl die OHPs (⇒ HCF244) als auch LIL3 (⇒ CHLP/POR) binden eigentlich lo¨sliche
Proteine an die Thylakoidmembran und stabilisieren sie auf diese Weise bzw. schu¨tzen sie vor
proteolytischem Abbau. Obwohl die Transkriptmengen der entsprechenden Interaktionspartner in
Abwesenheit der OHP- bzw. LIL3-Proteine nicht vera¨ndert sind, ist eine Verringerung der Protein-
mengen bis an die Nachweisgrenze zu beobachten. Dies la¨sst auf die Aktivita¨t posttranslationaler
Mechanismen schließen, wobei eine plastida¨re Proteaseaktivita¨t, die nicht-membrangebundenes
Protein erkennt und degradiert, als am wahrscheinlichsten anzunehmen ist. Ob es sich dabei um
einen spezifischen Effekt handelt, d.h. HCF244, CHLP bzw. POR in nicht-membrangebundener
Form scha¨dlich sind und daher ein Verzicht auf diese Proteine einschließlich der daraus resultieren-
den drastischen Effekte bewusst in Kauf genommen wird, oder ob der Abbau ein ungewu¨nschter
Effekt ist, bleibt offen. Das Vorliegen eines unspezifischen Effektes erscheint jedoch wahrscheinli-
cher. CHLP, welches auch im lil3.1/lil3.2-Hintergrund durch die Fusion mit einer TMH (und der
damit einhergehenden Membranbindung) aktiv war und partiell den LIL3-Verlust komplementier-
te, ist im WT daher letztlich nur auf die durch LIL3-vermittelte Membranassoziation angewiesen.
Im Gegensatz dazu reichte die Aktivita¨t der membrangebundenen HCF244-TMH-Variante im
ohp2-Hintergrund nicht zur Komplementation aus. Bei einer zuku¨nftigen Analyse der ELIPs/SEPs
sollte der Aspekt der Stabilisierung von Interaktionspartnern besondere Beachtung finden.
Es bleibt offen, warum die lil3.1/lil3.2-Mutante durch Expression einer membrangebundenen
CHLP-Variante komplementiert werden konnte, obgleich LIL3 wie gezeigt auch eine wichtige
Rolle in der Stabilisierung von POR spielt. Beachtet werden muss dabei jedoch, dass in den
CHLP-TMH-Linien keine vollsta¨ndige Komplementation erreicht wurde (Takahashi et al. 2014).
Der Gehalt von POR in diesen Linien wurde zudem nicht untersucht. Da POR auch mit CHLP
interagiert (Mork-Jansson et al. 2015b), wa¨re bei einer signifikanten Akkumulation von POR in
diesen Linien davon auszugehen, dass es u¨ber die Bindung zu CHLP wenigstens partiell stabilisiert
werden kann. Andererseits wurden bereits weitere POR-bindende Aktivita¨ten wie das Pitt-Protein
(Schottkowski et al. 2009) beschrieben (auch wenn die Identifizierung des pflanzlichen Homologs
(falls vorhanden) noch aussteht), die zumindest partiell zur Stabilisierung von POR in Abwesenheit
von LIL3 beitragen ko¨nnten.
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4.8 Zusammenfassung und Ausblick
LIL3 koordiniert die spa¨ten Schritte der Chlorophyllbiosynthese Die beiden funktionell re-
dundanten LIL3-Proteine bilden wahrscheinlich Homo- und Heterodimere und interagieren mit
CHLP und POR. Mit Phytol-PP und Chlid liefern diese beiden Enzyme die direkten Chl-Vorstufen
fu¨r den finalen, von CHLG katalysierten Chl-Syntheseschritt. Sowohl bei CHLP als auch bei POR
handelt es sich um lo¨sliche Proteine, die durch die LIL3-vermittelte Bindung an die Thylakoidmem-
bran vor proteolytischem Abbau geschu¨tzt und somit stabilisiert werden. Entsprechend fu¨hrt die
Inaktivierung beider LIL3-Gene zu einer posttranslationalen Destabilisierung von CHLP und POR.
(Dimeres) LIL3 bindet neben Chl auch Proto IX, MgP, MgPMME und Pchlid. Es wird daher ange-
nommen, dass LIL3 innerhalb der Thylakoidmembran als Carrier fu¨r die spa¨ten Intermediate der
TP-BS wirkt, und insbesondere interagierendes POR-Protein mit dessen Substrat Pchlid versorgt.
Eine ra¨umliche Na¨he der Chlid- und Phytol-PP-Synthese wu¨rde sich positiv auf die koordinierte
Substratanlieferung fu¨r die nachfolgende CHLG-Reaktion auswirken.
OHP1 und OHP2 steuern die initialen Schritte der PSII-Assemblierung OHP1 und OHP2 bil-
den ausschließlich gemeinsame Heterodimere. Sowohl die Einzelproteine als auch Varianten mit
mutiertem Chl-Bindemotiv sind nicht mehr zur Pigmentbindung in der Lage und dadurch weitest-
gehend inaktiv (mit Ausnahme von OHP2 in VIGS-OHP1-Linien). Das OHP1-OHP2-Heterodimer
bindet Chl und Carotinoide im ungefa¨hren 3:1-Verha¨ltnis und gleicht darin dem cyanobakteriellen
HliC/HliD-Dimer. Der PSII-Assemblierungsfaktor HCF244 assoziiert mit dem membransta¨ndigen
OHP-Heterodimer und wird u¨ber diese Interaktion stabilisiert. Konsequenterweise fu¨hrt daher die
Inaktivierung der OHP-Gene zu reduzierten HCF244-Leveln. Zusa¨tzlich stabilisieren sich OHP1
und OHP2 gegenseitig, wobei OHP2 die dominante Rolle einnimmt; HCF244 wirkt stabilisierend
auf die Bindung von OHP1 an OHP2. Der heterotrimere OHP1-OHP2-HCF244-Komplex ist fu¨r die
Synthese von D1 und damit die PSII-Assemblierung wesentlich: In Abwesenheit des funktionellen
Heterotrimers (Abwesenheit von Einzelkomponenten bzw. Austausch der einzelnen Proteine mit
inaktiven Varianten) ist die D1-Syntheserate stark reduziert. Die exakte molekulare Funktion
von HCF244 im Komplex ist dabei unklar, die Rolle der OHPs besteht aller Voraussicht nach in
der Beladung von pD1 mit Pigmenten sowie dem Quenching von Anregungsenergie u¨ber die
gebundenen Carotinoide.
Ausblick Im Rahmen dieser Arbeit konnte ein wesentlicher Erkenntnisgewinn hinsichtlich der
biologischen Funktion zweier Vertreter der LHC-Proteinfamilie erzielt werden. Bestimmte Punkte
konnten jedoch nicht abschließend bearbeitet werden, sodass zuku¨nftige Analysen den Schwer-
punkt auf die folgenden Aspekte legen sollten:
• Entscheidend fu¨r das Versta¨ndnis des OHP1-OHP2-HCF244-Komplexes ist die molekulare
Funktion von HCF244. Wie gezeigt werden konnte, beruht diese auf den zwischen SDR-
Proteinen konservierten Aminosa¨urepositionen. Ein mo¨glicher erster Ansatzpunkt wa¨re
die Analyse der Cofaktor-Bindung von HCF244 bzw. die Bearbeitung der Frage, ob und




• Die pflanzliche OHP2-Variante unterscheidet sich von den cyanobakteriellen Hlips im Be-
sonderen durch den Prolin-reichen Sequenzabschnitt (ProRS) am N-Terminus. Dieser ist
ein Hinweis darauf, dass die OHPs gegenu¨ber den Hlips im Laufe der Evolution zusa¨tzliche
Funktionen entwickelt haben. Obgleich eine vermutete Interaktion des ProRS-Abschnitts
zum plastida¨ren Ribosom nicht besta¨tigt werden konnte, ist eine Beteiligung an Protein-
Protein-Interaktionen anzunehmen. Diese Interaktion mit bislang unbekannten Interakti-
onspartnern ist aber (wie in den ∆ProRS-Komplementationslinien gezeigt werden konnte)
nicht essentiell. Mittels rekombinanter Expression des ProRS-Teils und Durchfu¨hrung von
Pulldown-Experimenten ko¨nnten mo¨gliche Kandidaten fu¨r eine Interaktion identifiziert,
und anschließend die funktionelle Relevanz der Interaktion analysiert werden.
• Weder fu¨r LIL3 noch fu¨r die OHPs konnte eine Interaktion zu CHLG nachgewiesen werden,
und die beiden Vertreter der LHC-Familie scheinen auch nicht miteinander zu interagieren.
Einerseits bleibt daher offen, woher das OHP-Heterodimer Chl-Moleku¨le zur Weitergabe
an pD1 erha¨lt. Andererseits ist nicht klar, wohin CHLG Chl-Moleku¨le abgibt. Schließt
man eine ungerichtete Abgabe von Chl in die Thylakoidmembran aus, so du¨rften bisher
unidentifizierte Interaktionspartner eine Rolle spielen. Es wa¨re daher notwendig, von CHLG
aus nach mo¨glichen Interaktionspartnern zu suchen. Der Frage, ob und wenn ja welche Rolle
die bisher weitestgehend uncharakterisierten SEPs in der Regulation der Chl-Biosynthese
bzw. der Assemblierung der Photosysteme spielen, sollte durch eine Analyse der Mutanten
nachgegangen werden. Mo¨glicherweise la¨sst sich eine Interaktion zwischen den SEPs und
OHPs/LIL3 etablieren. Die Frage, ob eine Funktion der SEPs in der Speicherung von Chl(id)
wa¨hrend der PSII-Reparatur bzw. eine Interaktion der SEPs zu CHLG nachgewiesen werden
kann, wa¨ren wichtige Aspekte einer Funktionsanalyse der SEPs.
• Interessante Einzelaspekte der Funktionen von OHP1 und OHP2 betreffen die Phospho-
rylierung von OHP2 und den proteolytischen Abbau von OHP1: Nach Identifizierung der
weiteren Phosphorylierungsstelle(n) von OHP2 ko¨nnten entsprechend mutierte Komple-
mentationskonstrukte Aufschluss u¨ber die in vivo-Funktion der OHP2-Phosphorylierung
liefern. In Hinblick auf OHP1 wa¨re die Identifizierung der fu¨r die Degradation von OHP1
zusta¨ndigen Protease u¨ber Doppelinaktivierungsexperimente von OHP2 und Protease-Genen
ein wichtiger Schritt in der Frage, wie und warum der proteolytische Abbau von OHP1 in
Abwesenheit von OHP2 stattfindet.
• Schlussendlich ist eine wichtige Detailfrage, wie genau die Pigmentbindung des OHP-
Heterodimers auf molekularer Ebene funktionert. Obwohl experimentell herausfordernd,
wa¨re die Aufreinigung homogener Komplexe gefolgt von Kristallisation und Ro¨ntgenstruktur-
analyse (alternativ die Nutzung NMR-spektroskopischer Methoden) ein zielfu¨hrender Ansatz.
Außerdem mu¨sste eingehender untersucht werden, ob die vom OHP-Heterodimer gebun-
denen Carotinoide analog zur Funktion der Hlips zum Quenching von Chl-Tripletts in der
Lage sind, d.h. photoprotektiv wirken ko¨nnen. Dies ko¨nnte mit dem Einsatz zeitaufgelo¨ster
Fluoreszenz-spektroskopischer Methoden analysiert werden.
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Fu¨r die Ergebnisse der drei zu dieser kumulativen Dissertation geho¨rigen Vero¨ffentlichungen (Hey et al.
2017; Hey et al. 2018a; Hey et al. 2018b) sei auf die dort beschriebenen Methoden verwiesen. Daher folgt an
dieser Stelle nur eine Beschreibung der im Abschnitt 3 eingesetzten Methoden.
5.1 Materialien
Alle Chemikalien wurden von Carl Roth, Sigma-Aldrich, Serva Electrophoresis GmbH, Duchefa, VWR oder
Thermo Scientific bezogen. Enzyme wurden bei Thermo Scientific oder New England Biolabs erworben,
Antiko¨rper bei Agrisera oder UBP-Bio.
5.2 Pflanzenlinien und Pflanzenanzucht
5.2.1 Pflanzenanzucht auf Erde
Arabidopsis-Samen wurden auf einem Gemisch aus GS-90 Einheitserde und Vermiculit (3:1) ausgebracht und
zwei Tage bei 4◦C stratifiziert, bevor die weitere Anzucht in Anzuchtkammern unter Kurztag- (8h Licht),
Langtag- (16h Licht) oder Dauerlicht-Bedingungen stattfand (standardma¨ßig bei 100µmol Photonen s−1 m−2).
Der VIGS-Assay wurde mit 12 Tage alten, unter Langtag-Bedingungen angezogenen Arabidopsis-Pflanzen
wie in Hey et al. (2018a) beschrieben durchgefu¨hrt. Fu¨r die Infiltration mit BiFC-Konstrukten bestimmte Ni-
cotiana benthamiana-Pflanzen wurden auf Typ T Einheitserde unter Langtag-Bedingungen im Gewa¨chshaus
angezogen. Pisum sativum-Pflanzen zur Extraktion von plastida¨ren Ribosomen wurden auf Vermiculit unter
Kurztag-Bedingungen in Anzuchtkammern angezogen.
5.2.2 Sterile Pflanzenanzucht
Arabidopsis-Samen wurden zur oberfla¨chlichen Sterilisation 5 Minuten in Meliseptol (Braun) inkubiert und
anschließend 4x mit autoklaviertem Wasser gewaschen. Die Samen wurden dann auf 1/2-MS-Medium (2,2g/l
MS-Salze, 0,5g/l MES pH 5,7, 8g/l Difco Agar) ohne bzw. mit 2% Saccharose ausgebracht, zwei Tage bei
4◦C stratifiziert und die Platten anschließend zur weiteren Anzucht in Anzuchtkammern (100µmol Photo-
nen s−1 m−2) u¨berfu¨hrt.
5.2.3 Pflanzenlinien
In der folgenden Tabelle sind die verwendeten Pflanzenlinien aufgefu¨hrt. Die in dieser Arbeit mittels der
Floral Dip-Methode u¨ber Agrobacterium-vermittelte Transformation neu erzeugten Linien sind entsprechend
gekennzeichnet. Die Konstrukte basierten auf dem pCAMstrepII-Vektor (Hey et al. 2018a) bzw. auf pCAM-
BIA3301 (Cambia). Zur Selektion der Linien nach der Transformation wurden zwei Wochen alte Keimlinge
mit einer BASTA-Lo¨sung (1:2000, Bayer) behandelt. Die Genotypisierung der Linien geschah mittels PCR.
Pflanzenlinie Eigenschaft Referenz
Col-0 WT –
chl27 T-DNA-Insertionslinie Tottey et al. 2003
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Pflanzenlinie Eigenschaft Referenz
chlm T-DNA-Insertionslinie Pontier et al. 2007
clpC1 T-DNA-Insertionslinie Sjo¨gren et al. 2004
ftsH2 T-DNA-Insertionslinie Chen et al. 2000
gun4-3 T-DNA-Insertionslinie Larkin et al. 2003
gun5-1 T-DNA-Insertionslinie Mochizuki et al. 2001
porb T-DNA-Insertionslinie Hey et al. 2017
hcf244 T-DNA-Insertionslinie Link et al. 2012
hcf244/OHP1-OX U¨berexpression der OHP1-CDS unter p35S ohne Tag
in hcf244, pCAMstrepII
diese Arbeit
hcf244/OHP2-OX U¨berexpression der OHP2-CDS unter p35S ohne Tag
in hcf244, pCAMstrepII
diese Arbeit
HCF244-C U¨berexpression der HCF244-CDS unter p35S mit Tag
in hcf244, pCAMstrepII
Hey et al. 2018a
hcf244/p35S::HCF244-
TMHtAPX
U¨berexpression der HCF244-CDS mit C-terminaler
Fusion der tAPX-TMH mit Tag in hcf244, pCAMstrepII
diese Arbeit
ohp1 T-DNA-Insertionslinie Beck et al. 2017
ohp1/p35S::OHP1-WT U¨berexpression der OHP1-CDS unter p35S ohne Tag
in ohp1, pCAMstrepII
diese Arbeit
ohp1/p35S::OHP1-AAA U¨berexpression der OHP1-CDS unter p35S mit SDM









Expression der OHP1-CDS unter pOHP1 mit SDM
ohne Tag in ohp1, pCAMBIA3301
diese Arbeit
OHP1-OX U¨berexpression der OHP1-CDS ohne Tag in Col-0,
pCAMstrepII
diese Arbeit
OHP1-RNAi U¨berexpression eines OHP1-RNAi-Konstrukts in Col-
0, pCAMstrepII
diese Arbeit
ohp2 T-DNA-Insertionslinie Beck et al. 2017
ohp2/p35S::OHP2-WT U¨berexpression der OHP2-CDS unter p35S ohne Tag
in ohp2, pCAMstrepII
diese Arbeit
ohp2/p35S::OHP2-AAA U¨berexpression der OHP2-CDS unter p35S mit SDM




U¨berexpression der HCF244-CDS mit C-terminaler



















Expression der OHP2-CDS unter pOHP2 mit SDM in
ohp2, pCAMBIA3301
diese Arbeit
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5.3 Bakterienanzucht und Proteinexpression
5.3.1 Anzucht von E. coli und Agrobacterium
E. coli wurde bei 37◦C in/auf LB-Medium (10g/l Trypton, 5g/l Hefeextrakt, 10g/l NaCl; bei Platten 15g/l
Bacto Agar) angezogen, Agrobacterium bei 30◦C in/auf YEB-Medium (5g/l Trypton, 1g/l Hefeextrakt, 5g/l
Saccharose, 0,5g/l Magnesiumsulfat, pH 7,2; bei Platten 15g/l Bacto Agar). Zur Transformation von Ligations-
ansa¨tzen und der Vermehrung von Plasmiden wurde der E. coli-Stamm DH5α (Invitrogen) verwendet. Der
Agrobacterium-Stamm GV2260 wurde fu¨r das VIGS-System bzw. die Infiltration von N. benthamiana-Bla¨ttern
mit BiFC-Konstrukten eingesetzt.
5.3.2 Stabile und transiente Pflanzentransformation mit Agrobacterium
Zur stabilen Transformation mittels der Floral Dip-Methode wurden Arabidopsis-Pflanzen unter Langtag-
Bedingungen zur Blu¨te gebracht. Agrobacterium-Kulturen wurden abzentrifugiert (4000rpm, 20◦C, 20 Mi-
nuten) und in einer Optischen Dichte von 0,8 (bei 600nm) in Inokulationsmedium (0,5x MS-Salze, 0,05%
MES pH 5,7, 5% Saccharose, 0,05% Silwet L-77) resuspendiert. Anschließend wurden Knospen der zu
transformierenden Pflanzen mit der Agrobacterium-Suspension betra¨ufelt und die Pflanzen u¨ber Nacht in
der Dunkelheit inkubiert.
Fu¨r den VIGS-Assay wurden Agrobacterium-Kulturen abzentrifugiert (4000rpm, 20◦C, 20 Minuten) und
in einer Optischen Dichte von 1,5 (bei 600nm) in VIGS-Medium (10mM Magnesiumchlorid, 10mM MES
pH 5,7, 200µM Acetosyringon) resuspendiert. Nach 4 Stunden Inkubation bei Raumtemperatur wurden die
beiden ersten echten Bla¨tter 12 Tage alter Arabidopsis-Pflanzen mit der Zellsuspension infiltriert und die
Pflanzen weiterhin bei Langtag-Bedingungen angezogen.
Fu¨r die transiente Transformation von N. benthamiana-Bla¨ttern fu¨r den BiFC-Assay wurden Agrobacterium-
Kulturen abzentrifugiert (4000rpm, 20◦C, 20 Minuten) und in einer Optischen Dichte von 0,6 (bei 600nm)
in Infiltrationsmedium (10mM Magnesiumchlorid, 10mM MES pH 5,7, 100µM Acetosyringon) resuspen-
diert. Nach 3 Studen Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Zellsuspension in N. benthamiana-Bla¨tter
infiltriert und die Pflanzen 2 Tage im Schwachlicht inkubiert.
5.3.3 Proteinexpression in E. coli und Proteinaufreinigung
Zur Proteinexpression wurden die entsprechenden Vektoren (s.u.) in den chemisch-kompetenten E. coli-
Stamm Rosetta 2 (Novagen) transformiert. Die Anzucht von U¨bernachtkulturen geschah in LB-Medium
in Anwesenheit von 37µg/ml Chloramphenicol und 100µg/ml Ampicillin bei 37◦C. Die Hauptkulturen in
2YT-Medium (16g/l Trypton, 10g/l Hefe-Extrakt, 5g/l Natriumchlorid) wurden 1:100 mit den Vorkulturen
angeimpft und ohne Antibiotika bei 37◦C inkubiert. In Kulturen, die eine Optische Dichte von 0,6-1,0 (bei
600nm) erreicht hatten, wurde durch Zugabe von 1mM IPTG die Proteinexpression induziert und die Zellen
nach weiteren 3 Stunden Inkubation bei 37◦C geerntet. Die Proteinaufreinigung geschah mittels HisPur
Ni-NTA Resin (Thermo Scientific) nach Herstellerangaben.
5.4 Molekularbiologische Methoden
5.4.1 DNA-Gelelektrophorese
Zur Qualita¨tsbestimmung isolierter RNA bzw. zur Auftrennung von DNA-Fragmenten und Plasmiden
wurde eine Horizontalgelelektrophorese mit Agarosegelen durchgefu¨hrt. RNA (0,8µg pro Probe) wurde
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dabei auf 1%-igen TBE-Agarosegelen aufgetrennt (0.5x TBE: 44,5mM Tris-HCl pH 8,0, 44,5mM Borsa¨ure,
1mM EDTA) und DNA auf 0,8-1,8%-igen TAE-Agarosegelen (1x TAE: 40mM Tris-HCl pH 8,0, 20mM
Essigsa¨ure, 1mM EDTA). Als Ladepuffer wurde 6x DNA Loading Dye (Thermo Scientific) verwendet, als
Gro¨ßenmarker fu¨r DNA-Fragmente und Plasmide der 1kb-GeneRuler (Thermo Scientific).
5.4.2 DNA-Extraktion
Zur Extraktion von genomischer DNA wurde Blattmaterial in Extraktionspuffer (200mM Tris-HCl pH 8,0,
150mM Natriumchlorid, 25mM EDTA, 0,5% SDS) homogenisiert und 2 Minuten zentrifugiert (15000rpm,
4◦C, 2 Minuten). Der U¨berstand wurde mit dem gleichen Volumen an Isopropanol versetzt und zentrifugiert
(15000rpm, 4◦C, 15 Minuten). Das DNA-Pellet wurde anschließend zweimal mit 500µl 70% Ethanol gewa-
schen (Zentrifugation bei 15000rpm, 4◦C, 5 Minuten) und nach dem Trocknen in 25µl Wasser resuspendiert.
5.4.3 Genotypisierungs-PCR
Zur Untersuchung der eingesetzten Pflanzenlinien auf Homozygotie bzw. Vorhandensein des Transgens
wurden Genotypisierungs-PCRs durchgefu¨hrt. Dazu wurde die Dream Taq Polymerase (Thermo Scientific)
verwendet. Das PCR-Programm wurde nach den Herstellerangaben gestaltet (95◦C 30s, 35x[95◦C 30s, 55◦C
30s, 72◦C 30s-90s], 72◦C 5min). Die Annealingtemperatur betrug stets 55◦C. Es wurde jeweils auf die
Anwesenheit des WT-Allels, der T-DNA und des Transgens getestet.
5.4.4 Primersequenzen
Die folgende Tabelle entha¨lt die fu¨r die Genotypisierungs-PCR, die Klonierung und qPCR eingesetzten
Primer. Der jeweilige Verwendungszweck sowie die fu¨r die Klonierung verwendeten Restriktionsenzyme
sind angefu¨hrt.
Primername Sequenz Verwendung
GABI 8409 LB ATATTGACCATCATACTCATTGC Genotypisierung
HCF244 genomic F ACACCAGCTGACGTGG Genotypisierung
OHP1 genomic F GTGTCGAAGATCGGTATGGTTGG Genotypisierung
OHP2 genomic F CGTCTTTCATTTACCATTTTGGGGAAC Genotypisierung
cpSRP54 pET22b NdeI F CATATGGAGATGTTTGGTCAGTTGAC Klonierung
cpSRP54 pET22b SalI R GTCGACGTTACCAGAGCCGAAGC Klonierung
HCF244 pCAMstrep SalI F TGTCGACCTCTCACACCGGAAAATACAATC Klonierung
HCF244 pCAMstrep XmaI R TCCCGGGGAAGTAGATGTCTGATTGCTTGG Klonierung
Lhcb1.1 pET22b NdeI F TCATATGAGGAAGACTGTTGCCAAGC Klonierung
Lhcb1.1 pET22b XhoI rv TCTCGAGCTTTCCGGGAACAAAGTTG Klonierung
OHP1 SDM C76A F CTCACGAGCTGCCATGATTGGTCTC Klonierung
OHP1 SDM C76A R GAGACCAATCATGGCAGCTCGTGAG Klonierung
OHP1 pET22b NdeI F TCATATGGCCGCAAAACTTCCTGAAG Klonierung
OHP1 pET22b XhoI R TCTCGAGTAGAGGAAGATCGAGTCCTTTCC Klonierung
OHP1 pCAMBIA XbaI F TTCTAGATGGAATGTTATTCTTGATGCATG Klonierung
OHP1 pCAMBIA DraIII R TCACTTTGTGAGAAGTAATAGCTTTAGCAA-
GAGGTAAGC
Klonierung
OHP1 RNAi BglII R TAGATCTTTATAGAGGAAGATCGAGTCCTTTCC Klonierung
OHP1 RNAi XhoI F TCTCGAGTCATTGCCATGGTCGGAG Klonierung






OHP1 SDM AAA F CAATCATGCAAGCTGCTGAGCCCCATATCG-
CAGCTGTTTGTG
Klonierung
OHP1 pCAMstrep XhoI F TCTCGAGATGAGCTCGTCGCCGTTATC Klonierung
OHP1+stop pET22b XmaI R CCCGGGTTATAGAGGAAGATCGAGTCCTTTCC Klonierung
OHP2 3’UTR XmaI F CCCGGGTAAGAGTGTTGTTGTTATATATAGA-CAGATCC Klonierung
OHP2 5’UTR XhoI R TCTCGAGTTTTTTGTTAGTTGAATTGTCTGA-TTTTC Klonierung
OHP2 pET22b ∆C XhoI R CTCGAGGGGTTGGAAACCAAAAAAGG Klonierung
OHP2 pET22b NdeI F TCATATGTGCTCTCAGACAGAAGGTCCTTTA Klonierung
OHP2 pET22b stop XhoI R TTTCCGCTCGAGTTATTCCAAGTCTAGAATG-CCGAAA Klonierung
OHP2 pET22b XhoI R TCTCGAGTTCCAAGTCTAGAATGCCGAAA Klonierung
OHP2 ∆C F GGTTTCCAACCCAAAAATTAAGAGTGTTGTT-
GTTATATATAGACAGATC
Klonierung
OHP2 ∆C R GATCTGTCTATATATAACAACAACACTCTTA-
ATTTTTGGGTTGGAAACC
Klonierung
OHP2 ∆C+stop pET22b XmaI R CCCGGGTTATTTGGGTTGGAAACCAAAAAAG Klonierung
OHP2 ∆M F CTTCTCCGCCGCCGCCCAAAAATGAGATCTC-CAATG Klonierung
OHP2 ∆M R CATTGGAGATCTCATTTTTGGGCGGCGGCGG-AGAAG Klonierung
OHP2 ∆ProRS F GCTCTCAGACAGAAGGTCCTCAGAAAGCTGT-
AGCTGTTG
Klonierung
OHP2 ∆ProRS R CAACAGCTACAGCTTTCTGAGGACCTTCTGT-
CTGAGAGC
Klonierung
OHP2 ∆ProRS pET22b F NdeI CATATGTCTCAGACAGAAGGTCAGAAAGC Klonierung
OHP2 pCAMBIA BamHI F TGGATCCTGACCCATTGGAAGTTAAAAATTG Klonierung
OHP2 pCAMBIA DraIII R TCACTTTGTGCTGTACCACTCGGACCAATG Klonierung
OHP2 SDM AAA F AACTAACAAAAAAATGTCAGTAGCTTCACCG Klonierung
OHP2 SDM AAA R GAACATCATATGGATATTCCAAGTCTAGAATGCC Klonierung
OHP2 pCAMstrep XhoI F TCTCGAGATGTCAGTAGCTTCACCGATTCA Klonierung
OHP2 pCAMstrep XmaI R TCCCGGGTTCCAAGTCTAGAATGCCGAAA Klonierung
OHP2+stop pET22b XmaI R CCCGGGTTATTCCAAGTCTAGAATGCCG Klonierung
tAPX TMH BamHI F GGATCCGAGCTTTCGGATTCGATG Klonierung
tAPX TMH XmaI R CCCGGGGAAACCAGAGAAATCGGAG Klonierung
HCF244 qPCR1 F TTCATGCAAGGTCTTATTGGTC qPCR
HCF244 qPCR1 R ACTTCTTGTGTTGTCCATGC qPCR
HCF244 qPCR2 F GGCCTTCTCAGAGGTTCTC qPCR
HCF244 qPCR2 R CTTATGAAGACACTACAAGGTCAG qPCR
HCF244 qPCR3 F CCGCTCAACTAGTTACACGT qPCR
HCF244 qPCR3 R ATGAGGATGAGGAAGATGGGA qPCR
OHP1 qPCR1 F GCACAACCCAAATCTCAACC qPCR
OHP1 qPCR1 R CCTTGTTCAGAATCAGTTCGAC qPCR
OHP1 qPCR2 F CGAACTGATTCTGAACAAGGG qPCR
OHP1 qPCR2 R GTTGGAAAGAACACAAACAGTG qPCR
OHP2 qPCR1 F CTTGAAGCTGCTGGTCAAGG qPCR
OHP2 qPCR1 R CATAGCCCACCTTCCATTGG qPCR
OHP2 qPCR2 F GGAAGGTGGGCTATGTTTGG qPCR
OHP2 qPCR2 R CAACAAGAAGAGGAATCGAAGAG qPCR
OHP2 qPCR3 F ATCACAGCCATCTTCCTCTC qPCR
OHP2 qPCR3 R AGTACTCTTGAAGCTCTTTAGCC qPCR
SAND qPCR F AACTCTATGCAGCATTTGATCCACT qPCR
SAND qPCR R TGATTGCATATCTTTATCGCCATC qPCR
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5.4.5 Vektoren zur Proteinexpression
Zur Expression rekombinanter Proteine in E. coli wurden die in der folgenden Tabelle aufgefu¨hrten Expres-
sionsvektoren verwendet.
Vektor Eigenschaft Referenz
pET22b-cpSRP54 cpSRP54-CDS in pET22b, bp 226-1692 diese Arbeit
pET22b-LHCB1.1 LHCB1.1-CDS in pET22b, bp 106-801 diese Arbeit
pET22b-OHP1-WT OHP1-CDS in pET22b, bp 121-330 diese Arbeit
pET22b-OHP1-AAA OHP1-CDS in pET22b, SDM: bp 205-222 zu GCGa-
tatggGGCtcaGCA
diese Arbeit
pET22b-OHP1-C76A OHP1-CDS in pET22b, SDM: bp 226-228 zu GCC diese Arbeit
pET22b-OHP2-WT OHP2-CDS in pET22b, bp 127-516 diese Arbeit
pET22b-OHP2-AAA OHP2-CDS in pET22b, SDM: bp 388-405 zu GCGatct-
ccGCTggaGCG
diese Arbeit
pET22b-OHP2-∆C OHP2-CDS in pET22b, bp 127-387 diese Arbeit
pET22b-OHP2-S54A OHP2-CDS in pET22b, SDM: bp 160-162 zu GAC diese Arbeit
pET22b-RIBA1 RIBA1-CDS in pET22b Hiltunen et al. 2012
5.4.6 Amplifikation von DNA-Fragmenten fu¨r die Klonierung
Fu¨r die Amplifikation von DNA-Fragmenten zur Klonierung der Vektoren fu¨r die Pflanzentransformation
bzw. Proteinexpression wurde die Phusion-Polymerase (New England Biolabs) nach Herstellerangaben
eingesetzt (98◦C 15s, 35x[98◦C 15s, 60-65◦C 15s, 72◦C 30s-60s], 72◦C 5min). Die Annealingtemperaturen
betrugen 60-65◦C. Die verku¨rzten bzw. mutierten Sequenzen fu¨r die Komplementationsversuche wurden
mittels Overlap-Extension-PCR erzeugt.
5.4.7 Restriktionsverdau
Ein pra¨parativer Restriktionsverdau-Ansatz (40µl) enthielt 4µl 10x-Puffer, 10µl Plasmid-DNA und 0,8µl
der Restriktionsenzyme. Die Ansa¨tze wurden bei 37◦C fu¨r 1 Stunde inkubiert, dann auf einem Agarosegel
aufgetrennt, die gewu¨nschte Bande ausgeschnitten und das Fragment unter Verwendung des Invisorb Spin
DNA Extraction Kits (Stratec) aus dem Gel eluiert.
5.4.8 Ligation
Ein 10µl-Ligationsansatz enthielt 1µl 10x-Puffer, 0,5µl T4-Ligase und 8,5µl Vektor + Fragment(e) (im
Verha¨ltnis Vektor:Fragment 1:3). Die Ansa¨tze wurden 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, durch
Inkubation bei 65◦C fu¨r 10 Minuten hitzeinaktiviert und anschließend zur Transformation chemisch-
kompetenter E. coli-Zellen eingesetzt.
5.4.9 Erstellung der Vektoren fu¨r die Pflanzentransformation und Proteinexpression
Die PCR-Fragmente wurden zuna¨chst in pJet1.2 (Thermo Scientific) ligiert, anschließend per Restriktionsver-
dau ausgeschnitten und in die Zielvektoren subkloniert. Fu¨r die Proteinexpression wurde der pET22b-Vektor
(Novagen) verwendet, fu¨r die Pflanzentransformation pCAMstrepII bzw. pCAMBIA3301. Die Vektoren zur
Komplementation der ohp-Mutanten unter Kontrolle der endogenen Promotoren enthielten die (mutierten)
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CDS-Sequenzen eingebettet in ein 1000bp-Fragment upstream des Start-Codons sowie ein 500bp-Fragment
nach dem Stop-Codon.
5.4.10 Transformation von E. coli und Agrobacterium
Chemisch-kompetente E. coli-Zellen wurden mittels Hitzeschock transformiert: Zu einem Aliquot von
50µl Zellen wurde ein Ligationsansatz bzw. 1µl Plasmid-DNA gegeben und 30 Minuten auf Eis inkubiert.
Die Hitzeschocktransformation wurde durch Inkubation der Zellen bei 42◦C im Wasserbad fu¨r exakt
90 Sekunden (DH5α) bzw. 45 Sekunden (Rosetta 2) durchgefu¨hrt. Anschließend wurde auf Eis fu¨r 2 Minuten
inkubiert, gefolgt von der Zugabe von 500µl LB-Medium. Die Zellen wurden 1 Stunde bei 37◦C inkubiert
und anschließend auf Platten mit LB-Medium und den entsprechenden Antibiotika ausplattiert.
Agrobakterium wurde mittels Elektroporation wie folgt transformiert: 8µl der Zellen wurden auf Eis mit 1µl
Plasmid fu¨r 5 Minuten inkubiert, dann in eine Elektroporationsku¨vette u¨berfu¨hrt und die Elektroporation
in einem Elektroporator (Bio-Rad) durchgefu¨hrt. Die Zellen wurden anschließend sofort in 500µl YEB resus-
pendiert und 2 Stunden bei 30◦C inkubiert, bevor sie auf Platten mit YEB-Medium und den entsprechenden
Antibiotika ausplattiert wurden.
5.4.11 Plasmid-DNA-Isolation mittels alkalischer Lyse
Plasmid-DNA wurde aus E. coli-Zellen mittels alkalischer Lyse extrahiert: Eine 4ml-U¨bernachtkultur wurde
abzentrifugiert (15000rpm, 4◦C, 1 Minute) und in 300µl Resuspendierungs-Puffer (50mM Tris-HCl pH 8,0,
10mM EDTA, 100µg/ml RNase A) aufgenommen. 300µl Lysispuffer (200mM NaOH, 1% SDS) wurde
zugefu¨gt und 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 300µl Neutralisierungspuffer
(3M Kaliumacetat pH 5,5) wurde 10 Minuten auf Eis inkubiert und anschließend zentrifugiert (15000rpm,
4◦C, 10 Minuten). Der U¨berstand wurde mit dem 0,7-fachen des Volumens an Isopropanol gemischt und
die DNA durch Zentrifugation pelletiert (15000rpm, 4◦C, 10 Minuten). Das Pellet wurde zweimal in 70%
Ethanol gewaschen und nach dem Trocknen in 50µl Wasser gelo¨st.
5.4.12 RNA-Extraktion
Gesamt-RNA aus Blattmaterial wurde wie von On˜ate-Sa´nchez et al. (2008) beschrieben extrahiert: Pul-
verisiertes Blattmaterial wurde in Extraktionspuffer (68mM Natriumcitrat, 132mM Citronensa¨ure, 1mM
EDTA, 2% SDS) aufgenommen und mit einem Drittel des Volumens an DNA-Protein-Pra¨zipitationspuffer
(4M Natriumchlorid, 16mM Natriumcitrat, 32mM Citronensa¨ure) gemischt. Nach Inkubation auf Eis fu¨r
10 Minuten wurde zentrifugiert (15000rpm, 4◦C, 10 Minuten). Der U¨berstand wurde erneut zentrifugiert
und anschließend mit einem Volumen Isopropanol gemischt. Die RNA wurde durch Zentrifugation pelletiert
(15000rpm, 20◦C, 5 Minuten) und zweimal in 75% Ethanol gewaschen. Nach dem Trocknen wurde das
Pellet in 25µl Wasser gelo¨st.
5.4.13 cDNA-Synthese
Zur cDNA-Synthese wurden 1µg-Aliquots der extrahierten RNAs eingesetzt und zuna¨chst DNAse I-
behandelt. Dazu wurden die RNA-Aliquots in 5µl-Ansa¨tzen mit 0,5µl DNase I (Thermo Scientific) und 0,5µl
Puffer versetzt und 30 Minuten bei 37◦C inkubiert. Anschließend wurden die Proben fu¨r 10 Minuten auf
65◦C erhitzt. Die RNA wurde anschließend mit RevertAid Reverser Transkriptase (Thermo Scientific) unter
Verwendung von oligo-dT-Primern in cDNA umgeschrieben. Dabei wurde dem Protokoll des Herstellers
gefolgt.
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5.4.14 qPCR-Analyse
Fu¨r die qPCR wurden die oben angefu¨hrten Primersequenzen eingesetzt. Ein 6µl-Reaktionsansatz enthielt
3µl SensiMixSYBR (Bioline), jeweils 0,25µl beider Primer und 1µl 1:50 verdu¨nnter cDNA. Die qPCR-Analyse
wurde in einem CFX 96 Real-Time System (Bio-Rad) nach Herstellerangaben des Bioline-SYBR-Mixes
durchgefu¨hrt (95◦C 10min, 44x[95◦C 15s, 60◦C 15s, 72◦C 15s], 95◦C 10min, 64◦C→ 95◦C in 0.5◦C-Schritten
je 5s), die Auswertung geschah nach der ∆∆Ct-Methode (Pfaffl 2001) im Vergleich mit Referenzgenen.
5.5 Protein-Gelelektrophorese und Western Blot
5.5.1 SDS-PAGE und Tricin-SDS-PAGE
Gesamtproteinextrakte wurden wie folgt hergestellt: Pulverisiertes Blattmaterial wurde in SDS-PAGE-
Probenpuffer (100mM Tris-HCl pH 6,8, 4% SDS, 20% Glycerin, 200mM DTT, 0,01% Bromphenolblau)
aufgenommen (10µl/mg Frischgewicht) und die Proteine durch Inkubation bei 95◦C fu¨r 5 Minuten denatu-
riert. Die Proteinextrakte wurden in 12%-SDS-Gelen (mit 6M Harnstoff fu¨r die Detektion von Photosystem-
Untereinheiten) nach Laemmli (1970) (Laufpuffer: 25mM Tris, 192mM Glycin, 0,1% SDS) bzw. 10%-Tricin-
SDS-Gelen (fu¨r die Detektion der OHPs) nach Scha¨gger (2006) (Kathodenpuffer: 100mM Tris, 100mM Tricin,
0,1% SDS; Anodenpuffer: 100mM Tris-HCl pH 8,9) aufgetrennt. Sollten isolierte Thylakoide, Pulldown-
Ansa¨tze oder rekombinante Proteine analysiert werden, so wurden diese mit SDS-PAGE-Probenpuffer
versetzt und durch Inkubation bei 95◦C fu¨r 5 Minuten denaturiert. Als Gro¨ßenmarker wurden PageRuler
Unstained bzw. PageRuler Unstained LowRange (beide Thermo Scientific) eingesetzt.
5.5.2 BN-PAGE/CN-PAGE und 2D-SDS-PAGE
Native Gelelektrophoresen (BN-PAGE oder CN-PAGE) von solubilisierten Thylakoiden bzw. Rekonstitu-
tionsansa¨tzen wurden nach Ja¨rvi et al. (2011) bzw. Peng et al. (2009) durchgefu¨hrt. Dazu wurden selbst
hergestellte 4%–12,5% Gradientengele eingesetzt. Die Solubilisierung von Thylakoiden wurde in 25BTH20G-
Puffer bei einer Chl-Konzentration von 0,5-1,0µg/µl mit 1% DDM durch 10-minu¨tige Inkubation auf Eis
durchgefu¨hrt. Anschließend wurde nicht-solubilisiertes Material pelletiert (15000rpm, 4◦C, 10 Minuten).
Die BN-PAGE-Proben wurden 1:10 mit Ladepuffer versetzt (100mM BisTris-HCl pH 7,0, 0,5M Amino-
capronsa¨ure, 30% Saccharose, 50mg/ml Serva Blue G) und Probenvolumina entsprechend 8-12µg Chl
wurden geladen. Der Kathodenpuffer (50mM Tricin pH 7,0, 15mM BisTris) enthielt 0,02% Serva Blue G
(Anodenpuffer: 50mM BisTris pH 7,0). Fu¨r die CN-PAGE wurden die Proben mit 0,3% DOC versetzt und
die Elektrophorese mit 0,05% DOC sowie 0,06% DDM im Kathodenpuffer durchgefu¨hrt.
Fu¨r die Auftrennung in der 2. Dimension wurden Gelstreifen 30 Minuten in Denaturierungspuffer (38mM
Tris-HCl pH 6,8, 6M Harnstoff, 4.3% SDS, 100mM DTT) inkubiert und anschließend horizontal auf SDS-Gele
gelegt. Die Streifen wurden mit 1% Agarose (in Wasser) fixiert und die Proteine nach der Auftrennung
geblottet.
5.5.3 Western Blot
Zum Transfer der elektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurde die semi-dry-Variante des Western
Blottings genutzt (Towbin et al. 1992). Der Transfer fand bei 0,8mA pro cm2 Gelfla¨che auf Nitrocellulose-
Membranen statt (Transferpuffer: 25mM Tris, 192mM Glycin, 20% Methanol). Die Inkubation mit An-
tiko¨rpern geschah in TBS(T)-Puffer (50mM Tris-HCl pH 7,5, 150mM NaCl; +0,1% Tween-20 im Fall von
TBST; +2% Milchpulver fu¨r Blocking- und Antiko¨rper-Lo¨sungen). Fu¨r die Detektion der Western Blots
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wurde Clarity ECL-Substrat (Biorad) verwendet und die Lumineszenz in einem Chemo Star Imager (Intas)
aufgenommen. Die folgende Tabelle entha¨lt die verwendeten Antiko¨rper sowie deren Bezugsquelle.
Antiko¨rper Bezugsquelle Verdu¨nnung
α-ATPA (rabbit) Agrisera 1:3000
α-CP43 (rabbit) Agrisera 1:5000
α-Cyt b6 (rabbit) Agrisera 1:5000
α-D1 (rabbit) Agrisera 1:10000
α-ELIP1 (rabbit) AG Adamska, Universita¨t Konstanz 1:100
α-HA (mouse) UBP-Bio 1:2000
α-HCF244 (rabbit) Link et al. 2012, eigene Aufreinigung 1:10
α-His-HRP Thermo Scientific 1:1000
α-LHCA1 (rabbit) Agrisera 1:5000
α-LHCB1 (rabbit) Agrisera 1:5000
α-LIL3.1 (rabbit) AG Adamska, Universita¨t Konstanz 1:100
α-OHP1 (rabbit) Hey et al. 2018a 1:100
α-OHP2 (rabbit) Hey et al. 2018a 1:50
α-PsaA (rabbit) Agrisera 1:5000
α-PsaL (rabbit) Agrisera 1:5000
α-RPL4 (rabbit) AG Schmitz-Linneweber, HU Berlin (Agrisera) 1:1000
α-mouse (goat) Agrisera 1:20000
α-rabbit (goat) Agrisera 1:20000
5.6 Pigmentextraktion und Quantifizierung
Gesamtpigmente wurden aus pulverisierten (und z.T. gefriergetrockneten) Blattproben durch Inkubation mit
basischem Aceton (Aceton : 0,2N Ammoniumhydroxid, 9:1) extrahiert. Die Quantifizierung der Pigmente
geschah mittels HPLC u¨ber den Vergleich mit reinen Standards.
5.7 Proteinbiochemische Methoden und Interaktionsassays
5.7.1 Isolation von Thylakoiden
Blattmaterial wurde in Extraktionspuffer (450mM Sorbitol, 20mM Tricin-KOH pH 8,4, 10mM EDTA, 0,1%
BSA) homogenisiert, durch Miracloth (Millipore) filtriert und zentrifugiert (4000rpm, 4◦C, 4 Minuten).
Das Pellet wurde in Schock-Puffer (50mM HEPES-KOH pH 7,5, 5mM Sorbitol, 5mM Magnesiumchlorid)
resuspendiert und wie oben zentrifugiert. Abschließend wurde das Pellet in einem kleinen Volumen
25BTH20G-Puffer (25mM BisTris pH 7,0, 20% Glycerin) aufgenommen.
5.7.2 Redoxassays
5.7.2.1 Redoxassay mit rekombinanten OHP-Proteinen
Rekombinant exprimierte OHP-Proteine (5µg) wurden in 25µl Assaypuffer (25mM Natriumphosphat,
150mM Natriumchlorid) mit oxidierenden (1mM H2O2, 50µM CuCl2) bzw. reduzierenden (1mM DTT)
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Reagenzien in den angegebenen Endkonzentrationen versetzt. Die Ansa¨tze wurden 45 Minuten bei Raum-
temperatur in der Dunkelheit inkubiert. Anschließend wurde nichtreduzierender SDS-PAGE-Probenpuffer
hinzugefu¨gt und die Proteine durch Inkubation bei 95◦C fu¨r 5 Minuten denaturiert.
5.7.2.2 Redoxassay mit Thylakoiden
Thylakoidmembranen wurden aus den angegebenen Linien isoliert und in Assaypuffer (0,1M Sucrose, 10mM
HEPES-NaOH pH 8.0) aufgenommen. Anschließend wurden zu einer Thylakoidmembransuspension der
Konzentration 0,25µg Chl/µl oxidierende (200mM Diamid, 10mM H2O2) bzw. reduzierende (100mM DTT)
Reagenzien in den angegebenen Endkonzentrationen hinzugefu¨gt und die Ansa¨tze 30 Minuten bei Raumtem-
peratur in der Dunkelheit inkubiert. Nach Zentrifugation (15000rpm, 4◦C, 5 Minuten) wurde der U¨berstand
verworfen, das Membranpellet in nichtreduzierendem SDS-PAGE-Probenpuffer aufgenommen und die
Proteine durch Inkubation bei 95◦C fu¨r 5 Minuten denaturiert.
5.7.3 Phosphorylierungsassay
Der Phosphorylierungsassay wurde nach Bellafiore et al. (2005) durchgefu¨hrt: Unter Kurztagbedingungen
(8h Licht, 100µmol Photonen s−1 m−2) angezogene Arabidopsis-Pflanzen wurden in Extraktionspuffer (50mM
HEPES-KOH pH 7,6, 330mM Sorbitol, 5mM Magnesiumchlorid, 10mM Kaliumchlorid) homogenisiert,
und die Chloroplasten durch Zentrifugation (5000rpm, 4◦C, 10 Minuten) pelletiert. Anschließend wurde
das Pellet in Assaypuffer (50mM HEPES-KOH pH 7,6, 100mM Sorbitol, 5mM Magnesiumchlorid, 5mM
Natriumchlorid, 0,4mM ATP) aufgenommen. Ein Reaktionsansatz (50µl) enthielt 5µg rekombinantes Protein,
10µg Chloroplasten/Thylakoide (bezogen auf die Proteinmenge) sowie 5µCi γ-32P-ATP. Die Ansa¨tze wurden
30 Minuten bei Raumtemperatur im Schwachlicht (50µmol Photonen s−1 m−2) bzw. in der Dunkelheit
inkubiert. Anschließend wurde SDS-PAGE-Probenpuffer hinzugefu¨gt und die Proteine durch Inkubation
bei 95◦C fu¨r 5 Minuten denaturiert.
5.7.4 Fraktionierung in lo¨sliche und Membranfraktionen
Pulverisiertes Blattmaterial wurde in PBS-Puffer (137mM Natriumchlorid, 2,7mM Kaliumchlorid, 12mM Ka-
liumphosphat pH 7,6) mit 10µl Puffer pro mg Frischmasse resuspendiert. Durch Zentrifugation (15000rpm,
4◦C, 15 Minuten) wurden die Membranen (Pellet) von den lo¨slichen Proteinen getrennt (U¨berstand). Die
Membranen wurden noch einmal in PBS resuspendiert und durch Zentrifugation wieder pelletiert. Nach
diesem Waschschritt wurden beide Fraktionen mit SDS-PAGE-Probenpuffer versetzt und durch Inkubation
bei 95◦C fu¨r 5 Minuten denaturiert.
5.7.5 His-Tag-Pulldown
Rekombinant exprimierte OHP-Proteine (100µg) wurden in Assaypuffer (50mM Natriumphosphat, 100mM
Natriumchlorid, 10% Glycerin) mit 50µl Ni-NTA-Matrix (Thermo) 1 Stunde bei 4◦C inkubiert. Anschließend
wurde die Ni-NTA-Matrix dreimal mit Assaypuffer gewaschen und mit solubilisierten Thylakoiden inkubiert:
Dazu wurden 100µl einer Thylakoidsuspension der Konzentration 1µg Chl/µl in Assaypuffer mit 0,5%
DDM fu¨r 10 Minuten auf Eis inkubiert und anschließend zentrifugiert (15000rpm, 4◦C, 10 Minuten).
Der U¨berstand wurde zur Ni-NTA-Matrix mit den gebundenen OHP-Proteinen u¨berfu¨hrt und der Ansatz
2 Stunden bei 4◦C rollend inkubiert. Dann wurde der U¨berstand verworfen und die Ni-NTA-Matrix viermal
mit 1ml Assaypuffer + 0.1% DDM gewaschen. Die gebundenen Proteine wurden abschließend durch
Waschen der Ni-NTA-Matrix mit 50µl Elutionspuffer (Assaypuffer + 250mM Imidazol) eluiert.
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5.7.6 Analyse der Interaktion rekombinanter Proteine mit dem plastida¨ren Ribosom
5.7.6.1 Isolation von plastida¨ren Ribosomen
Die Extraktion von plastida¨ren Ribosomen aus 14 Tage alten, unter Kurztag-Bedingungen (8h Licht,
100µmol Photonen s−1 m−2) angezogenen P. sativum-Keimlingen geschah nach dem Protokoll von Rive-
ra et al. (2015): Das Pflanzenmaterial wurde in Extraktionspuffer (450mM Sorbitol, 20mM Tricin-KOH
pH 8,0, 10mM EDTA, 0,1%BSA) homogenisiert, durch Miracloth filtriert und anschließend die Chloro-
plasten durch Zentrifugation (Rotor: JLA-16250, 1500rpm, 4◦C, 5 Minuten) pelletiert. Durch Aufnahme
des Pellets in Lysispuffer (100mM Tris-HCl pH 7,5, 10mM Magnesiumacetat, 50mM Ammoniumchlorid,
6mM β-Mercaptoethanol) und mehrmaliges Aufziehen in eine Spritze durch eine enge Kanu¨le wurden die
Chloroplastenmembranen aufgebrochen. Nach Zentrifugation (Rotor: SW40 Ti, 26000g, 4◦C, 20 Minuten)
wurde der U¨berstand im Verha¨ltnis 1:1 auf ein Sucrosekissen (10mM Tris-HCl pH 7,5, 10mM Magnesiuma-
cetat, 150mM Kaliumchlorid, 6mM β-Mercaptoethanol, 1M Sucrose) u¨berschichtet. Nach einer weiteren
Zentrifugation (Rotor: SW40 Ti, 55000g, 4◦C, 18 Stunden) wurde der gesamte U¨berstand verworfen und
das Ribosomen-Pellet in einem kleinen Volumen Assaypuffer (50mM Kaliumphosphat pH 7,6, 100mM
Natriumchlorid, 2% Glycerin) aufgenommen.
5.7.6.2 Interaktionsassay mittels Gro¨ßenausschlusschromatographie
25µg Ribosomen (bezogen auf die Proteinmenge) wurden in Assaypuffer (50mM Kaliumphosphat pH 7,6,
100mM Natriumchlorid, 2% Glycerin) mit einer a¨quivalenten Menge an rekombinantem Protein 1 Stunde bei
4◦C vorinkubiert, und anschließend auf einer Superdex 200 Increase 3.2/300-Sa¨ule (2,4ml Sa¨ulenvolumen)
mittels A¨kta FPLC mit dem Assaypuffer als Laufpuffer aufgetrennt. Nach dem Durchfluss von 1ml wurden
14 Fraktionen von je 100µl aufgefangen, mit SDS-PAGE-Probenpuffer versetzt und die Proteine durch
Inkubation bei 95◦C fu¨r 5 Minuten denaturiert.
5.7.7 Fixierung von Blattmaterial fu¨r die Elektronenmikroskopie
Blattmaterial der entsprechenden Linien wurde zwei Stunden nach Tagesbeginn im Licht geerntet und in
Wasser mit einer Rasierklinge in 2x3mm große Stu¨cke geschnitten. Diese wurden in Fixierpuffer (0,1M
Natriumphosphat pH 7,4, 2,5% Glutaraldehyd, 4% Formaldehyd) u¨berfu¨hrt und mittels Vakuumbehandlung
in einem Exsikkator mit angeschlossener Vakuumpumpe mit dem Fixierpuffer infiltriert. Dafu¨r wurde
das Vakuum angezogen und nach wenigen Minuten wieder abgelassen. Dieser Prozess wurde so lange
wiederholt, bis die Blattstu¨cke zum Boden des Reaktionsgefa¨ßes absanken. Die weitere Aufarbeitung der
Proben (Fa¨rbung mit Osmiumtetroxid und Einbettung) sowie die Aufnahme der elektronenmikroskopischen
Bilder wurden von Prof. Dr. Stefan Geimer und Reinhild Rothe an der Universita¨t Bayreuth durchgefu¨hrt.
5.7.8 Rekonstitution von rekombinanten Proteinen mit Pigmenten
Die Rekonstitution der rekombinanten Proteine mit Pigmenten geschah exakt nach dem Protokoll von
Natali et al. (2014). Zuna¨chst wurden wie in der Vero¨ffentlichung beschrieben Gesamtpigmente sowie
Carotinoide aus jungen S. oleracera-Bla¨ttern extrahiert. Auch die Isolation von Inclusion Bodies aus LHCB1.1-
Proteine u¨berexprimierenden E. coli-Zellen wurde exakt wie beschrieben durchgefu¨hrt.
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5.7.8.1 Isolation von Membranfraktionen aus E. coli
Da sich die OHP-Proteine nach der U¨berexpression in E. coli nicht in Inclusion Bodies befanden, musste das
Protokoll fu¨r eine Anreicherung von die OHPs enthaltenden Membranfraktionen angepasst werden: Ein
E. coli-Zellpellet aus einem 250ml-U¨berexpressionsansatz wurde in 4ml Lysispuffer (50mM Natriumphos-
phat, 300mM Natriumchlorid) resuspendiert und mit 100µl Lysozym (10µg/µl Stocklo¨sung) versetzt. Nach
30 Minuten Inkubation auf Eis wurden 20µl DNAseI (NEB), 8µl RNAse (Thermo), 40µl Magnesiumchlo-
rid (1M Stocklsg.) und 40µl Natriumchlorid (1M Stocklsg.) hinzugefu¨gt und weitere 30 Minuten auf Eis
inkubiert. Anschließend wurde eine 5-minu¨tige Ultraschallbehandlung durchgefu¨hrt. Die Lo¨sung wurde
zentrifugiert (10000rpm, 4◦C, 10 Minuten), der U¨berstand verworfen und das Pellet in 1ml TE-Puffer (10mM
Tris-HCl pH 8, 1mM EDTA) durch zweimalige, je 5-seku¨ndige Ultraschallbehandlung resuspendiert. Dieser
Waschschritt des Pellets mit TE-Puffer wurde wiederholt und das Pellet abschließend in 500µl TE-Puffer
resuspendiert.
5.7.8.2 Rekonstitution und His-Tag-Aufreinigung
Fu¨r die Rekonstitution wurden 800µg Protein (800µg LHCB1.1 bzw. 270µg OHP1 + 530µg OHP2, d.h. glei-
che Stoffmengen) in 400µl TE-Puffer (10mM Tris-HCl pH 8, 1mM EDTA) mit 400µl 2x-Rekonstitutionspuffer
(200mM HEPES, 5% Sucrose, 4% LDS, 2mM Benzamidin, 10mM Aminohexansa¨ure) und 0,6µl β-Mercapto-
ethanol versetzt, und durch Inkubation bei 100◦C fu¨r 1 Minute denaturiert. Der Ansatz wurde auf Eis
abgeku¨hlt und mit 500µg Gesamtpigmenten + 80µg Carotinoiden in insgesamt 30µl 100%igem Ethanol
versetzt. Direkt im Anschluss wurden 94µl OG (20% Stocklsg.) hinzugefu¨gt und auf Eis fu¨r 10 Minuten
inkubiert. Nach der Zugabe von 90µl Kaliumchlorid (2M Stocklsg.) wurde 20 Minuten auf Eis inkubiert und
daraufhin 10 Minuten bei 15000rpm zentrifugiert (4◦C).
Eine Ni-NTA-Sa¨ule (HisTrap HP, 1ml, GE) wurde mit 10ml OG-Puffer (20mM HEPES pH 7,5, 200mM
Natriumchlorid, 12,5% Sucrose, 10mM Imidazol, 1% OG) a¨quilibriert. Im Anschluss wurde der U¨berstand
des Rekonstitutionsansatzes in 5ml OG-Puffer suspendiert und auf die Sa¨ule geladen (Flussrate stets ca.
1ml/Minute). Die Sa¨ule wurde nach der Beladung mit den rekonstituierten Komplexen erst mit 5ml OG-
Puffer und daraufhin mit 3ml OG-Waschpuffer (40mM HEPES pH 8,0, 200mM Natriumchlorid, 0,06%
DDM) gespu¨lt. Die gebundenen Komplexe wurden dann mit Elutionspuffer (40mM HEPES pH 8,0, 200mM
Natriumchlorid, 500mM Imidazol, 0,06% DDM) eluiert. Dabei wurden u¨blicherweise 500µl Eluat aufgefan-
gen.
5.7.8.3 Fluoreszenzspektroskopie
Fluoreszenzspektren wurden in einem F-7000-Fluoreszenzspektrophotometer (Hitachi) aufgenommen.
Dabei wurden die in den Abbildungslegenden beschriebenen Exzitations- und Emissionwellenla¨ngen
verwendet.
5.7.9 Lichtstress-Assay
Der Lichtstress-Assay mit Blattscheiben wurde exakt wie in Hey et al. (2018b) beschrieben durchgefu¨hrt.
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